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Symbole und Abkürzungen 
Symbole 
 
A - Oberfläche 
Asens - sensitive (Ober-)Fläche 
aE - Enzymaktivität   [U = µmol/min] 
aE,sp - spezifische Enzymaktivität   [U/mg] 
b0, b1 - Koeffizienten der Regressionsgerade (y = b0 + b1x) 
c - Konzentration (vorgelegte)   [mmol/l] 
c’ - Konzentration im Reaktionsgemisch 
cE - Enzymkonzentration   [mg Enzym / ml Lösung] 
cEa - Enzymkonzentration, aktivitätsbezogen   [U/ml Lösung] 
cI - Inhibitorkonzentration 
cS - Substratkonzentration (vorgelegte) 
cS0 - Startkonzentration des Substrates im Reaktionsgemisch 
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d - Durchmesser 
da - Außendurchmesser 
di - Innendurchmesser 
D - Umsatzgrad 
Dmix - Mischungsgrad 
E - Empfindlichkeit, Kalibrierkonstante der kalorimetrischen Anordnung 
Ech - durch chemische Kalibrierung ermittelte Empfindlichkeit der kalorimetrischen 
Anordnung 
Eel - durch elektrische Kalibrierung (integrierter Heizer) ermittelte Empfindlichkeit der 
kalorimetrischen Anordnung 
H - Höhe 
∆RH - molare Reaktionsenthalpie 
k - (Reaktions-)Geschwindigkeitskonstante 
KM - Michaeliskonstante 
m - Masse 
∆m - Masseänderung 
mE - Enzymmasse 
n - Stoffmenge 
q  - Wärme 
III 
Verzeichnisse 
q&  - Wärmeleistung 
R  - Radius 
s&  - Fließgeschwindigkeit   [mm/s] 
r - Reaktionsgeschwindigkeit 
r0 - Startreaktionsgeschwindigkeit 
rmax - maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
RH - Heizerwiderstand 
Rth - thermischer Widerstand 
t - Zeit 
∆t - Zeitspanne 
t0 - Reaktionsstart, Peakanfang 
tE - Peakende 
tTemp - Temperierzeit 
U - Spannung (Sensorsignal) 
Ust - stationäres Spannungssignal 
v - Volumen 
v&  - Volumenstrom, Strömungsgeschwindigkeit 
vS - Volumen der Substratlösung 
VK - Variationskoeffizient 
α - Proportionalitätsfaktor 
ε - Temperaturkoeffizient 
ϑ - Temperatur 
σ - Standardabweichung 








BL1, BL2 - Varianten der Basislinienmodellierung für Integration der Messkurven 
CPG - controlled pore glass 
FIA - Fließinjektionsanalyse 
IC - integrated circuit 
NP - Nachperiode 
NWG - Nachweisgrenze 
PMMA1, ~2, ~3 - Bezeichnung der Durchflusszellen für IC-Durchflusskalorimeter 
VP - Vorperiode 
 
Enzyme 
AAO - Ascorbatoxidase 
AOD - Alkoholoxidase 
CAT - Katalase 
GOD - Glucoseoxidase 
HK - Hexokinase 
OXO - Oxalatoxidase 
PGI - Phosphoglucoseisomerase 
POD - Peroxidase 
 
Chemikalien 
ADP - Adenosindiphosphat 
ATP - Adenosintriphosphat 
G-6-P - Glucose-6-phosphat 
NAD(P)+ - NAD+ oder NADP+ möglich 
NAD(P)H - reduzietes NAD bzw. NADP 
NAD+ - Nicotinamid-adenin-dinucleotid (Diphosphopyridinnucleotid) 
NADH - reduziertes NAD 
NADP+ - Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat (Triphosphopyridinnucleotid) 
PenG - Penicillin G 
PMMA - Polymethylmethacrylat 
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 1.  Einleitung und Zielstellung 
 
Das kalorimetrische Messprinzip zeichnet sich gegenüber anderen Analysenmethoden vor 
allem durch die universelle Anwendbarkeit aus, da jede chemische Reaktion mit einer cha-
rakteristischen Wärmetönung verbunden ist, die direkt detektiert werden kann. Es müssen 
keine mehrstufigen Reaktionsketten aufgebaut werden, um eine detektierbare chemische 
Verbindung zu erzeugen, wie dies z. B. bei elektrochemischen oder photometrischen Ver-
fahren oftmals notwendig ist. Kalorimetrische Messungen werden nicht durch eine Fär-
bung, Trübung oder die elektrische Leitfähigkeit der Untersuchungsmedien beeinflusst. 
Die Vorteile der Kombination des kalorimetrischen Detektionsprinzips mit der hohen Spe-
zifität der enzymatischen Katalyse wurden in den letzten Jahren durch verschiedene For-
schungsarbeiten aufgezeigt. Eines der bekanntesten Beispiele dafür ist der von 
DANIELSSON entwickelte Enzymthermistor in seinen verschiedenen Ausführungsformen 
als Ein- und Mehrkanal-Enzymthermistor und als Mini- und Mikro-Variante. 
 
Eine wesentliche Voraussetzung für die praktische Anwendung kalorimetrischer Verfahren 
in modernen Forschungszweigen ist die Miniaturisierung, denn insbesondere in der medi-
zinischen und pharmazeutischen Forschung oder der Molekularbiologie stehen oft nur ge-
ringste Probenmengen zur Verfügung. Außerdem sollte der Zeitbedarf für die Untersu-
chungen drastisch reduziert werden, so dass Messergebnisse bereits Minuten nach der 
Probenahme vorliegen, was beispielsweise für die on-line-Prozessüberwachung und 
-steuerung unbedingt notwendig ist.   
 
Am Institut für Physikalische Chemie der TU Bergakademie Freiberg wurden miniaturi-
sierte Kalorimeter auf der Basis eines kommerziell verfügbaren Thermosäulenchips kon-
struiert. Die zu untersuchenden chemischen Reaktionen oder Prozesse laufen in der direkt 
auf der sensitiven Zone der Siliziummembran des Thermosäulenchips angeordneten Probe 
ab. Durch die dabei entstehenden Temperaturgradienten zwischen Probe und Umgebung 
kann über die in der Si-Membran integrierte Thermosäule ein elektrisches Spannungssignal 
detektiert werden. Die Größe der Proben liegt im Bereich von wenigen Mikrolitern bzw. 
Milligramm. 
Aufgrund des einfachen Aufbaus gestatten die verwendeten Thermosäulenchips vom Typ 
LCM-2524 der Firma Xensor Integration eine sehr flexible Gestaltung der übrigen Kalori-
meterkonstruktion, so dass mit geringem technischen Aufwand und einem einheitlichen 
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thermoelektrischen Transducer verschiedenste Kalorimetertypen realisiert werden konnten 
(„integrated circuit“ → IC-Kalorimeter). So wurden neben einem IC-Kalorimeter für die 
Untersuchung von Gas-Feststoff-Wechselwirkungen und einem IC-Temperatur-Scanning-
Kalorimeter für die Verfolgung thermisch aktivierter Prozesse auch IC-Batch-Kalorimeter 
und IC-Durchflusskalorimeter konstruiert, mit denen Mischungs- und Reaktionsprozesse 
untersucht werden können, die durch die Zusammenführung zweier Lösungen initiiert 
werden. 
Die vielfältigen Einsatzmöglichkeiten der verschiedenen IC-Kalorimeter wurden bisher 
anhand einzelner ausgewählter Reaktionssysteme getestet.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit waren systematische Untersuchungen zu den Anwendungs-
möglichkeiten der IC-Kalorimeter im Bereich flüssiger Reaktionssysteme, wobei der 
Schwerpunkt auf enzymatisch katalysierten Reaktionen in wässriger Lösung lag. Dazu 
kamen das IC-Batch-Kalorimeter und das IC-Durchflusskalorimeter zum Einsatz. 
Im Rahmen der vorwiegend methodisch orientierten, zusammenfassenden Darstellung 
wird auf eine ausführliche Beschreibung der zahlreichen untersuchten Reaktionssysteme 
verzichtet. Vielmehr wird versucht, möglichst verallgemeinernd bestimmte Aspekte an 
ausgewählten Beispielen zu diskutieren.  
Unter stofflichen und methodischen Gesichtspunkten wird aufgezeigt, unter welchen Be-
dingungen ein Einsatz der IC-Kalorimeter sinnvoll erscheint und in welchen Fällen die 
beschriebenen Methoden ungeeignet sind. Daneben werden einige für die kalorimetrischen 
Anordnungen spezifische Aspekte diskutiert. Unter anderem werden anhand systemati-
scher Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit von Basislinien und „Blindwerten“ die 
Nachweisgrenzen bezüglich der bei einem beliebigen zu detektierenden Prozess mindes-
tens zu generierenden Wärmeleistung bzw. Reaktionswärme quantifiziert.  
Im Rahmen einer umfassenden Darstellung der Einsatzmöglichkeiten werden auch die bis-
herigen Arbeiten anderer Autoren, die das IC-Batch- und das -Durchflusskalorimeter 
betreffen, mit einbezogen. 
Einzelheiten zu der umfangreichen Stoffpalette wurden in einer gesonderten Datenblatt-
sammlung als Anhang zu dieser Arbeit zusammengestellt. 
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 2.  Kenntnisstand 
 
Durch eine Vielzahl von Forschungsarbeiten wurden in den letzten Jahrzehnten die Vortei-
le der kalorimetrischen Detektion zur Untersuchung enzymatisch katalysierter Reaktionen 
demonstriert. Dabei wurden neben Methoden zur Bestimmung von Substratkonzentratio-
nen auch Verfahren zur Ermittlung thermodynamischer und kinetischer Parameter von 
Reaktionen mit Enzymen in gelöster und auch immobilisierter Form entwickelt. Ein Über-
blick über die wichtigsten Arbeiten auf diesem Gebiet findet sich in der Dissertation von 
GRAEBNER [1]. 
 
Bedingt durch das Spektrum der natürlichen Substrate der Enzyme sind mögliche Anwen-
dungsgebiete hauptsächlich im medizinischen und biologischen bzw. im lebensmitteltech-
nischen Bereich zu finden. Wie bereits in den einleitenden Ausführungen dargelegt wurde,  
kommt der Miniaturisierung dabei eine entscheidende Bedeutung zu, da oft nur geringste 
Probenmengen zur Verfügung stehen bzw. benötigte Reagenzien (z. B. Enzyme) sehr teuer 
sind. Außerdem werden oftmals schnelle Analysenergebnisse benötigt, so dass beispiels-
weise Temperierzeiten von mehreren Stunden nicht akzeptabel sind.  
 
Die Ausführungen in diesem Kapitel beschäftigen sich deshalb mit aktuellen Entwicklun-
gen auf dem Gebiet miniaturisierter Kalorimeter und den sich aus der Miniaturisierung 
ergebenden speziellen Problemen, insbesondere hinsichtlich der Kalibrierung. Besonderes 
Augenmerk wird dabei auf die am Institut für Physikalische Chemie der TU BAF entwi-
ckelten miniaturisierten Kalorimeter gelegt. 
 
 
2.1.  Mikrokalorimeter - miniaturisierte Kalorimeter - IC-Kalorimeter 
 
Nach IUPAC-Empfehlungen [2] werden als „isotherme Mikrokalorimeter“ üblicherweise 
Kalorimeter bezeichnet, die für den Einsatz im Mikrowatt-Bereich entwickelt wurden, un-
abhängig von der Größe der Geräte. Der Begriff isotherm wird dabei nicht im strengen 
Sinne gebraucht, sondern bedeutet vielmehr, dass die Temperatur des Kalorimeters nahezu 
konstant ist.  
Für besonders kleine Kalorimeter, wie sie im Hinblick auf sensorische Anwendungen ent-
wickelt werden, wird die Bezeichnung „miniaturisierte Kalorimeter“ verwendet. Aufgrund 
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der sehr geringen Probenmengen im Mikroliter- bzw. Milligrammbereich und der damit 
verbundenen geringen Wärmeumsätze sind miniaturisierte Kalorimeter den Mikrokalori-
metern zuzuordnen. 
 
Als temperatursensitive bzw. Temperaturdifferenz-sensitive Elemente werden in miniaturi-
sierten Kalorimetern meist Thermosäulen und Thermistoren verwendet. Sowohl Thermo-
säulen als auch Thermistoren und eventuell vorgesehene Kalibrierheizer können mittels 
moderner Dünnschichttechnologien z. B. auf Siliziummembranen („Chip“) hergestellt 
werden. Kalorimeter auf der Basis solcher Bauelemente mit integrierten Schaltkreisen („in-
tegrated circuit“) werden auch als IC-Kalorimeter bezeichnet. 
 
Aus Sicht des kalorimetrischen Messprinzips kommen für Mikrokalorimeter vorwiegend 
(quasi-)adiabatische und Wärmeleitungskalorimeter, sowie Kompensationskalorimeter 
zum Einsatz [2].  
Ob ein miniaturisiertes Kalorimeter als Wärmeleitungs- oder quasiadiabatisches Kalorime-
ter bezeichnet wird, hängt davon ab, ob die erzeugte Wärme in der Messzeit überwiegend 
an eine Wärmesenke abgeleitet oder in der Probe akkumuliert wird.  
 
Die Zeitkonstante von IC-Kalorimetern liegt typischerweise im Bereich von Millisekun-
den. Die notwendige Temperierzeit zur Einstellung des thermischen Gleichgewichts vor 
Beginn der Messungen beträgt nur Minuten, gegenüber oft mehreren Stunden bei konven-
tionellen „großen“ Kalorimetern. D. h., IC-Kalorimeter eignen sie sich im Allgemeinen 
eher für Messungen von schnellen Prozessen und ermöglichen einen in der klassischen 
Kalorimetrie unüblichen, für sensorische Anwendungen aber notwendigen hohen Proben-
durchsatz. Gleichzeitig kann der Aufwand zur Thermostatisierung der Geräte erheblich 
verringert werden.  
 
 
2.2. Überblick über die Entwicklungen von IC-Kalorimetern 
 
XIE und DANIELSSON et al. berichteten neben der Miniaturisierung des bekannten Enzym-
thermistorprinzips [3 - 7], bei dem auf CPG immobilisierte Enzyme in Mikro-Säulen mit 
einem Volumen von <10 µl eingesetzt werden, über die Entwicklung eines „Biosensor-
Chip“ [8, 9]. Dabei handelt es sich um einen Quartzchip mit einem eingeätzten Strömungs-
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kanal und einer Plexiglasabdeckung. Der I-förmige Kanal ist in verschiedene Sektionen 
geteilt, in die auf CPG-beads immobilisierte Enzyme eingebracht werden. Durch Ther-
mistorpaare, die jeweils vor und nach den Immobilisaten angeordnet sind, erfolgt die Mes-
sung der Temperaturdifferenz als konzentrationsabhängiges Signal. Die Autoren zeigten 
die Anwendung des Sensors, der nach dem Prinzip der Fließinjektionsanalyse betrieben 
wird, für die simultane Detektion von bis zu drei Analyten (Glucose / Harnstoff / Penicil-
lin G). Mit einem ähnlichen „Mikrobiosensor“, der eine Thermosäule als Detektor enthält, 
demonstrierten sie die Konzentrationsbestimmung von Glucose in Proben von 1 µl [10]. 
 
SHIMOHIGOSHI und KARUBE et al. entwickelten einen „Bio-Thermochip“ [11, 12], der aus 
zwei Thermistoren in einer gemeinsamen Messzelle besteht, in die nach dem Prinzip der 
Batch-Injektionsanalyse die Substratlösung injiziert wird. Auf einem der Thermistoren ist 
das Enzym direkt immobilisiert, während der andere als Referenz dient. 
 
Die Möglichkeit, Biosensoren auf der Basis von Dünnschicht-Thermosäulen herzustellen, 
wurde zuerst von GUILBEAU und MUEHLBAUER et al. genutzt. Sie stellten einen Glucose-
sensor [13 - 15] vor, bei dem sich die Thermosäule auf der Spitze eines Polyethylen-
Katheders befindet und teilweise von einer Enzym-Immobilisat-Schicht bedeckt wird. 
Störsignale durch thermische Gradienten werden durch erzwungene Konvektion der Ana-
lytlösung, in die der Sensor eintaucht, oder durch Vibration des Sensors [16] minimiert. 
 
Von BATAILLARD und HERWAARDEN et al. werden „Liquid- und Gas-Mikrokalorimeter“ 
für biochemische Messungen [17, 18] beschrieben. Die auf Siliziumchips mit monolithisch 
integrierter Thermosäule basierenden Kalorimeter arbeiten nach dem FIA-Prinzip, wobei 
die Enzyme (GOD, Urease oder β-Lactamase) bzw. Katalysatoren direkt auf der Si-
Membran immobilisiert werden und die Durchflusszelle durch einen auf dem Chipträger 
aufgesetzten Aluminiumblock gebildet wird.  
 
Ebenfalls von einer schwedischen Autorengruppe (BJARNASON et al.) wurde ein thermi-
scher Biosensor [19] vorgestellt, dessen „Thermozelle“ durch zwei mit Enzym-Immobilisat 
(Urease) gefüllte S-förmige Goldkapillaren gebildet wird, die in thermischem Kontakt mit 
jeweils einer Seite einer Thermopaar-Platte stehen. Eine der Kapillaren wird als Enzymre-
aktor nach dem FIA-Prinzip betrieben, die andere wird nur vom Puffermedium durch-
strömt und dient somit als Referenz.   
 
Ein „ultrasensitiver nanokalorimetrischer Biosensor“ [20], mit dem die Veränderung der 
Stoffwechselleistung isolierter lebender Zellen an Clustern von nur etwa 10 Individuen 
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durch Zugabe aktivierender oder inhibierender Substanzen messbar ist, wurde von 
JOHANNESSEN et al. entwickelt. Auch diese Arbeitsgruppe nutzte eine Thermosäule, die 
sternförmig auf einer Siliziumnitrid-Membran angeordnet ist. Im Zentrum werden die Zel-
len oder auch Enzyme (Katalase) auf die sensitive Fläche aufgebracht. Die zylindrische 
Reaktionskammer (v = 720 pl) über der Thermosäule wird seitlich durch eine Polyimid-
membran und nach oben durch das Aufbringen einer dünnen Paraffinöl-Schicht auf die 
Nährlösung begrenzt. Die Injektion der „Testlösungen“ erfolgt unter einem Stereomikro-
skop mit Hilfe eines Mikromanipulators. 
 
Im Gegensatz zu den auf Enzymimmobilisaten basierenden Verfahren beschrieben 
KODAMA und KOMETANI die Entwicklung eines „stopped-flow-Kalorimeters“ [21] für mi-
schungs- und reaktionskalorimetrische Untersuchungen mit flüssigen Reaktanden. Zwei 
Fluidströme werden dabei in einem T-förmigen Flusskanal in einem statischen Mischer 
zusammengeführt und die resultierenden thermischen Effekte mit Hilfe einer in einer Sili-
ziumnitrid-Schicht integrierten Thermosäule entlang des Reaktionskanals detektiert. Durch 
den Betrieb im stopped-flow-Verfahren können neben thermodynamischen auch kinetische 
Untersuchungen an enzymatisch katalysierten Reaktionen durchgeführt werden. Das Kalo-
rimeter wird relativ aufwendig durch ein Wasser- und ein temperaturgeregeltes Luftbad 
thermostatiert.  
 
KÖHLER und ZIEREN et al. entwickelten ein „Multi-Chip-Durchflusskalorimeter“ [22, 23], bei 
dem die chemischen Reaktionen ebenfalls durch Mischung zweier Fluidströme ausgelöst 
werden. Es besteht aus zwei miteinander durch Klebebondung verbundenen planaren 
Chips, von denen der obere aus Glas einen geätzten Y-förmigen Flusskanal und der untere 
aus Silizium mehrere Thermosäulen und Kalibrierheizer entlang des Kanals enthält (s. 
Abb. 6b). Außerdem beschrieben die Autoren einen im Batch- und Scanning-Modus arbei-
tenden thermischen Sensor [24 - 26] auf Basis eines SiO2/Si3N4-Chips mit Thermosäule.  
 
Für nahezu alle diese Entwicklungen [6, 10, 11, 18 - 20, 25, 26] wird die Funktionsfähigkeit der 
kalorimetrischen Sensoren anhand einfacher enzymatischer Reaktionssysteme demonst-
riert, wie z. B. der Oxidation von Glucose durch Glucoseoxidase (meist in Verbindung mit 
der Spaltung des entstehenden Wasserstoffperoxids durch Katalase), der Hydrolyse von 
Harnstoff durch Urease oder der Spaltung von Penicillin durch β-Lactamase. Einzelne Ar-
beitsgruppen verwenden auch die Umsetzungen von Harnsäure mit Uricase [12], Oxalsäure 
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mit Oxalatoxidase [12], Kreatinin mit Kreatinin-iminohydrolase [17] und ATP mit Myosin 
(Subfragment-1) [21].  
Typische Arbeitsbereiche bezüglich der Substratkonzentration liegen im unteren mmol/l-
Bereich mit Variationskoeffizienten von ca. 1...6 %. 
 
Neben diesen isothermen miniaturisierten Kalorimetern wurde von OLSON et al. ein Scan-
ning-Kalorimeter [27] vorgestellt, das mit Probenvolumina von wenigen Nanolitern arbeitet. 
Der Kalorimeter-Chip besteht aus einer Siliziumnitrid-Membran mit einer durch Ätzen 
erzeugten, durch einen Si-Rahmen begrenzten „Box“ (v ≈ 35 nl) zur Aufnahme der Pro-
ben. Ein Nickel-Streifen auf der Membranrückseite dient gleichzeitig als Heizer und als 
temperatursensitives Element. Die Anwendung des Kalorimeters wurde am Beispiel des 
Schmelzens von Indium und dem aktiven (Scanning-Modus) und passiven (Wärmelei-
tungs-Modus) Verdampfen von Wasser demonstriert. 
 
Eine Schweizer Arbeitsgruppe (NAKAGAWA, BERGER und GÜNTHERODT et al.) berichtete 
über die Entwicklung eines Scanning-Kalorimeters auf der Basis eines SiNx-Au-Bimetall-
Cantilevers [28, 29]. Sie nutzten das Kalorimeter zur Untersuchung von Phasenübergängen in 
festen Proben mit Probenmassen von weniger als 10 ng.  
 
Zusammenfassend kann man feststellen, dass es besonders im letzten Jahrzehnt internatio-
nal zahlreiche Bestrebungen gibt, stark miniaturisierte Kalorimeter in unterschiedlichsten 
Ausführungsformen zu entwickeln.  
Auffallend ist, dass alle hier vorgestellten Lösungen stark an den jeweiligen speziellen 
Anwendungszweck angepasst sind. Im Gegensatz dazu werden im folgenden Abschnitt IC-
Kalorimeter vorgestellt, die auf der Basis eines kommerziell verfügbaren Thermosäulen-
Si-Chips entwickelt wurden und bezüglich der zu untersuchenden Reaktionen / Prozesse 
sehr flexibel sind. 
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2.3. IC-Kalorimeter auf Basis des Thermosäulenchips LCM-2524 
 
Am Institut für Physikalische Chemie der TU BAF wurden verschiedene Kalorimetertypen 
auf der Basis eines kommerziell verfügbaren Thermosäulenchips entwickelt. Die Silizi-
ummembran mit der integrierten Thermosäulenstruktur und dem Kalibrierheizer ist dabei 
in einem Standard-IC-Gehäuse aus Keramik (Chipträger) freitragend befestigt (Kleber). 
Aufgrund des einfachen Aufbaus gestatten diese Thermosäulenchips eine sehr flexible Ge-
staltung der übrigen Kalorimeterkonstruktion, so dass mit geringem Aufwand und mit ein 
und demselben Transducer verschiedenste Kalorimetertypen realisiert werden konnten 




     Calorimeter 
(b) Temperature  
      Scanning  




     Calorimeter 
(d) Mixing and Reaction
      Flow-through  
      Calorimeter 
A
reactive surface A B 
A 
Abb. 1 Schematische Darstellung verschiedener IC-Kalorimeter [aus 30] 
 
Der einfachste Fall ist das Liquid-Batch-Kalorimeter (Abb. 1a). Die chemische Reaktion 
findet in einem direkt auf der Silizium-Membran platzierten Lösungstropfen statt und wird 
durch die Zugabe einer zweiten Komponente zu einer vorgelegten Lösung initiiert [30, 31]. 
Abbildung 1b zeigt ein Temperatur-Scanning-Kalorimeter, mit dem thermisch aktivierte 
Prozesse in einer auf der sensitiven Fläche der Chipmembran angeordneten (festen) Probe 
verfolgt werden können [31]. 
Für kontinuierliches Arbeiten wurden Durchflussanordnungen konzipiert. So z. B. ein 
Durchflusskalorimeter für die Untersuchung von Gas-Feststoff-Wechselwirkungen oder 
enzymatisch katalysierten Reaktionen (Abb. 1c). Dabei wird der Rezeptor (Feststoff) bzw. 
das Enzym auf der Chipoberfläche immobilisiert und ein gasförmiger oder flüssiger Ana-
lytstrom im Wechsel mit einem entsprechenden inerten Medium kontinuierlich über den 
Chip geführt [31 - 34]. 
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Durch Hinzufügen eines zweiten Eingangskanals und einer thermisch isolierten Misch-/ 
Reaktionskammer über der sensitiven Chipfläche entsteht daraus ein Reaktions-Durch-
flusskalorimeter, mit dem Reaktionen mit zwei flüssigen Komponenten, z. B. enzymatisch 
katalysierte Reaktionen mit gelösten Enzymen, verfolgt werden können (Abb. 1d) [35, 36]. 
 
In Tabelle 1 sind wesentliche Parameter verschiedener verfügbarer Thermosäulen-Sili-
ziumchips, die für den Einsatz in IC-Kalorimetern geeignet sind, aufgelistet. Die Chip-
Typen unterscheiden sich im Wesentlichen durch die Größe der sensitiven Fläche Asens und 
die thermische Empfindlichkeit E, die durch einen hohen Temperaturkoeffizienten ε und / 
oder einen großen thermischen Widerstand Rth bedingt wird. Unter Annahme einer homo-
genen Wärmegenerierung auf der sensitiven Fläche ist das Produkt EA aus Wärmeleis-













EA = E Asens
[V mm2/W] 
1 LCM 2506 Xensor Integration, NL 70 95 6,7 4 27 
2 LCM-2524 Xensor Integration, NL 70 35 2,5 16 39 
3 MKS 76 IPHT Jena, D 10 300 3,0 38 114 
4 ETH ETH Zürich, CH 67 179 12 0,12 1,4 
 
Tab. 1 Parameter ausgewählter Thermosäulen-Siliziumchips [nach 30]
 
Chip-Typ 4 ist aufgrund der extrem kleinen sensitiven Fläche für die oben beschriebenen 
Geräteausführungen nicht geeignet. Auch Typ 3 erscheint durch den hohen thermischen 
Widerstand ungeeignet, da sehr starke Einflüsse parasitärer Wärmeleitstrecken (s. u.) zu 
erwarten sind. 
Letztlich wurden die Thermosäulen-Chips 1 und 2 ausgewählt. Typ 1 kam nur in der Aus-
führung als Quadrupolchip (vier Thermosäulenchips in einem Keramikträger kombiniert) 
in Durchflusskalorimetern für die Untersuchung von Gas-Feststoff-Wechselwirkungen im 
Rahmen der Entwicklung einer „elektronischen Nase“ zum Einsatz [34]. Für die anderen in 





Hersteller: Fa. Xensor Integration, Delft, Niederlande 
Thermosäule: 164 p-Si-Al-Thermoelemente 
Empfindlichkeit: 2...2,5 V/W 
Heizer: RH = 800 Ω (in der Messzone integriert) 
Messzone: 4 x 4 mm 
Halterung: Standard-IC-Gehäuse (Keramik) mit 68 vergoldeten Pins für elek-
trische Anschlüsse, Befestigung und thermische Ankopplung  
 
In Abbildung 2 werden der Aufbau dieses Thermosäulenchips und die Anordnung der Pro-
ben bzw. Durchflusszellen auf der Siliziummembran schematisch dargestellt. 
 
    Chipträger 
 
















Abb. 2 Schematische Darstellungen des Thermosäulenchips LCM-2524 [nach 37] 
 
Die für die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen verwendeten IC-
Kalorimeter - das IC-Batch-Kalorimeter und das IC-Durchflusskalorimeter - besitzen einen 
sehr ähnlichen Grundaufbau [37, 38] (Abb. 3a, b).  
Beide bestehen aus zwei axial angeordneten zylindrischen Aluminiumblöcken (∅ 10 cm), 
die auch als Wärmesenke fungieren. Das Kalorimeterunterteil enthält einen fest montierten 
Elektroniksockel, in dem der Thermosäulenchip über die an der Unterseite des Keramik-
trägers angebrachten Pins verankert wird. Zur Reinigung, insbesondere beim Batch-
Kalorimeter, kann der Chip leicht abgenommen werden.  
Beim IC-Batch-Kalorimeter wird der Reaktionsraum über der Si-Membran durch eine 
Aussparung an der Innenseite des Kalorimeteroberteils (Kontaktfläche zum Unterteil) und 
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einen Dichtungsring begrenzt. Die Dosiervorrichtung zur Zugabe der zweiten Reaktions-
komponente wird in eine zentrale senkrechte Bohrung im Oberteil eingesetzt. 
Dagegen wird der Reaktionsraum beim IC-Durchflusskalorimeter durch eine separate 
Durchfluss-Reaktionszelle gebildet (vgl. Abb. 2). Das Kalorimeteroberteil enthält eine ent-
sprechend große Aussparung, um die Zelle und die notwendigen Schlauchverbindungen zu 
überwölben. 
Beide Kalorimeter werden bei Raumtemperatur ohne Thermostatisierung betrieben. Zum 
Schutz gegen kurzzeitige Schwankungen der Umgebungstemperatur (z. B. durch Zugluft) 
wird der gesamte Al-Block während der Messung mit einer Styroporhaube abgedeckt.  
 
 
Abb. 3a IC-Batch-Kalorimeter: links - kom-
plett mit Dosiervorrichtung; rechts - 
Unterteil mit eingesetztem Chip 







2.4. Kalibrierung miniaturisierter Kalorimeter unter besonderer Be-
rücksichtigung der IC-Kalorimeter auf Basis des LCM-2524 
 
Aus der Miniaturisierung der Kalorimeter ergeben sich spezifische Probleme hinsichtlich 
der Empfindlichkeit und der Genauigkeit.  
Durch die begrenzte Wärmeleistungsdichte des zu untersuchenden Prozesses (molare 
Reaktionsenthalpie, Konzentration) führt die Reduzierung der Probenmenge zur Abnahme 
der generierten Gesamtwärmeleistung. Dies kann durch die Erhöhung der Messempfind-
lichkeit im Allgemeinen nicht überkompensiert werden, woraus ein sinkendes Signal-
Rausch-Verhältnis resultiert. In Tabelle 2 sind typische Werte für die Wärmeleistungsauf-
lösung σP, das aktive Volumen vaktiv und die sich daraus ergebende volumenbezogene 







σP,v = σP / vaktiv
[µW/ml] 
CSC 4400 [39]
Isothermes Mikrokalorimeter 100 0,3 0,003 
TAM 2230 [40]
Isothermes Reaktionskalorimeter 20 0,1 0,005 
TAM 2277 [40]
Isothermes Titrationskalorimeter 4 0,03 0,008 
CSC 4500 [39]
Isothermes Nanokalorimeter 1 0,01 0,01 
CSC 5300 [39]
Nano-Isothermes Titrationskalorimeter 0,75 0,01 0,02 
LCM-2524 
versch. Kalorimeterkonfigurationen 0,01...0,02 0,15...2 15...100 
Cantilever [29]
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-6 0,002 2000 
Nanokalorimetr. Biosensor  [20]
Batch-Injektion 7·10
-7 0,01 14000 
 
Tab. 2 Parameter ausgewählter Mikro- und miniaturisierter Kalorimeter  
 
Bei der Beurteilung der Genauigkeit der Ergebnisse muss zum einen die unvollständige 
Erfassung der generierten Wärme, zum anderen der im Vergleich zu konventionellen Kalo-
rimetern verstärkte Einfluss von Nebeneffekten, wie z. B. Verdampfung, Mischung und 
Konvektion, berücksichtigt werden. Diese Probleme, die insbesondere die Kalibrierung der 
Kalorimeter erschweren, sind Gegenstand des folgenden Abschnittes. 
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Die Empfindlichkeit oder Kalibrierkonstante E des Kalorimeters, die den Zusammenhang 
zwischen der bei einem bestimmten Prozess generierten Wärmeleistung q  und dem regist-
rierten Spannungssignal U beschreibt (Gl. 1), wird durch die Empfindlichkeit der Thermo-
säule (Anzahl und Seebeck-Koeffizient der Thermoelemente) und durch den thermischen 
Widerstand der Wärmeleitstrecken, über die die Wärmeleistung abfließt, bestimmt. Dabei 
bedingen nicht nur unterschiedliche Wärmeleitstrecken durch verschiedene Kalorimeter- 
und Probenkonfigurationen Änderungen der Empfindlichkeit. Auch unterschiedliche 
Wärmeleitstrecken in Abhängigkeit von der räumlichen Verteilung der Wärmeleistungs-
entwicklung in der Probe können deutliche Unterschiede in der Empfindlichkeit für ein 





UE &=  (1) 
Nahezu alle modernen Kalorimeter werden „elektrisch“ kalibriert. Dazu sind meist schon 
vom Hersteller entsprechende Kalibrierheizer vorgesehen. Doch besonders bei miniaturi-
sierten Kalorimetern sind die Wärmeleitstrecken bei den zu untersuchenden Prozessen oft 
deutlich verschieden von denen bei der elektrischen Kalibrierung. Dies kann zu falschen 
Kalibrierkonstanten und damit zu systematischen Fehlern bei den Ergebnissen führen. [41]
 
Für die am Institut für Physikalische Chemie der TU Bergakademie Freiberg entwickelten 
IC-Kalorimeter, die auf dem Thermosäulenchip LCM-2524 basieren, wurde die Abhängig-
keit der Empfindlichkeit von der räumlichen Position der Wärmequelle ausführlich unter-
sucht [37, 42, 43].  
Als Wärmequellen wurden dabei neben dem integrierten Chipheizer eine Laserdiode und 
miniaturisierte Widerstandsheizer aus Platindraht verwendet. Mit Hilfe der Laserdiode 
kann ein sehr genau begrenztes Gebiet (ca. 1 mm2) der unbedeckten Chipoberfläche be-
heizt oder eine auf der Membran freistehende Probe von ihrer Oberseite aus erwärmt wer-
den. Die Platin-Widerstandsheizer werden über der Mitte der Membran in verschiedenen 
Höhen in der Durchflusszelle bzw. im Inneren von Flüssigkeitstropfen angebracht. 





2.4.1 Empfindlichkeit bei Betriebsweise mit ruhenden Proben 
 
Wie gezeigt werden konnte, ist die Empfindlichkeit des unbeladenen, unbedeckten Ther-
mosäulenchips in der Mitte der Si-Membran innerhalb eines Radius von ca. 1,5...2 mm 
nahezu konstant. Außerhalb dieser sensitiven Fläche sinkt sie mit annähernd radialer 
Symmetrie stark ab [37]. 
Für auf der sensitiven Fläche freistehende Flüssigkeitstropfen wird mit Hilfe von Platin-
heizern innerhalb der Tropfen („drop heater“) eine deutliche Abnahme der Empfindlichkeit 
mit zunehmendem Abstand des Heizers zur Membran beobachtet (Abb. 4a). Dabei werden 
bei der Verwendung von Wasser generell geringere Empfindlichkeiten erhalten als bei dem 
schwer flüchtigen Lösungsmittel Glycerol und die Abnahme der Empfindlichkeit mit zu-
nehmender Heizerhöhe ist stärker ausgeprägt, was auf Wärmeverluste durch Verdampfung 
zurückgeführt wird.  
Auch bei Verwendung eines vollständig mit Flüssigkeit gefüllten, geschlossenen Proben-
raumes (z. B. Durchflusszelle) sinkt die Empfindlichkeit mit zunehmendem Abstand zwi-
schen Heizer und Si-Membran (Abb. 4b).  
 
 
Heizerposition innerhalb des Tropfens


























Abb. 4a Empfindlichkeit in Abhängigkeit 
vom Abstand des Heizers zur 
Membran in freistehenden Trop-
fen [nach 43]
 (vTropfen = 9 µl; CH - mit Chiphei-
zer; DH - mit Platinheizer) 
Abb. 4b Empfindlichkeit in Abhängigkeit 
vom Abstand des Heizers zur 
Membran in der Durchflusszelle  
(Ethanol, = 0; a - mit Chipheizer; 




Dagegen wird die Empfindlichkeit nur unwesentlich durch die Wanddicke der Durchfluss-
zelle beeinflusst. Durch vergleichende Experimente mit einer um 180° gedrehten („auf den 
Kopf gestellten“) Anordnung wird nur bei Verwendung des Chipheizers ein Einfluss 
(∆E = 3 %) vertikaler Konvektion festgestellt.  
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Die beobachteten Abhängigkeiten der Empfindlichkeit werden durch physikalische Model-
le bestätigt [37, 44]. 
 
 
2.4.2 Empfindlichkeit bei Durchfluss-Betriebsweise 
 
Zusätzlich zu den bereits diskutierten räumlichen Empfindlichkeitsgradienten wird die 
Empfindlichkeit bei der Durchfluss-Betriebsweise sehr stark durch die Strömungsge-
schwindigkeit des Fluids beeinflusst. 
Durch das strömende Medium wird ein Teil der generierten und im Fluid akkumulierten 
Wärme undetektiert ausgetragen. Die zur Berechnung der Empfindlichkeit nach Glei-
chung 1 verwendete, aus der Heizspannung und dem Heizerwiderstand berechnete, Wär-
meleistung entspricht nicht mehr der zur Signalerzeugung wirksamen Wärmeleistung, was 
zu einer (scheinbaren) Verringerung der Empfindlichkeit führt. Das Verhältnis der über die 
Wärmeleitstrecke abfließenden und der konvektiv ausgetragenen Wärme ist dabei abhän-
gig vom Ort der Wärmeleistungsentwicklung (insbesondere der Höhe über der Membran), 
von den den Wärmefluss bestimmenden thermischen Widerständen, der spezifischen 




















Abb. 5a Querschnitt der Durchfluss-
zelle PMMA2 




Abb. 5b Empfindlichkeit in Abhängigkeit von 
Strömungsgeschwindigkeit und Ab-
stand des Heizers zur Membran in 
der Durchflusszelle PMMA2 
(Wasser; a - Chipheizer; 1, 2, 3 - Pla-
tinheizer wie Abb. 4b) [37] 
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Abbildung 5a zeigt einen schematischen Querschnitt der in der vorliegenden Arbeit vor-
wiegend verwendeten Durchflusszelle aus PMMA. Für diese Anordnung wird eine mit 
dem Abstand des Heizers zur Membran wachsende Abnahme der Empfindlichkeit E bei 
zunehmender Strömungsgeschwindigkeit entsprechend Abbildung 5b beobachtet. 
 
Um den Einfluss konstruktiv bedingter Parameter auf das Signalverhalten zu untersuchen, 
wurden verschiedene Varianten von IC-Durchflusskalorimetern getestet, die alle auf Silizi-
um-Thermosäulenchips basieren, sich aber durch Volumen, Form und Material der Reakti-
onszelle und die Anordnung der Ein- und Ausgangskanäle unterscheiden. Die Abbildun-




Abb. 6a Schematische Darstellung des 
Durchflusskalorimeters mit 
LCM-2524 und Stahlzelle 
Abb. 6b Foto des Durchflusskalorime-
ters MFK144G 
 (Flusskanal farbig markiert) 
 
Abb. 6c Schematische Darstellung des 
Durchflusskalorimeters mit 
LCM-2524 und PMMA-Zelle 
(PMMA1) 




Kalibrierung miniaturisierter Kalorimeter 
Durchflusskalorimeter Zelle aus: vZelle[µl] 
Eel
[V/W] 
LCM-2524/Stahl (Abb. 6a) Edelstahl 40 1,0 
LCM-2524/PMMA1 (Abb. 6c, d) PMMA 20 2,5 
MFK144G (Abb. 6b)  Glas 2 6,8 
 
Tab. 3 Daten der Durchflusskalorimeter [nach 45]
 (angegebene Empfindlichkeit Eel für leere Zellen bestimmt) 
 
Unter der Annahme, dass ein Teil der durch elektrische Heizung (Chipheizer) in der Zelle 
erzeugten Wärmeleistung über die Wärmeleitstrecke (ε, Rth) abgeleitet und der verbleiben-
de Anteil mit dem Fluid (ρ, cP) durch erzwungene Konvektion ausgetragen wird und in der 
Zelle eine homogene Temperaturverteilung herrscht, ergibt sich aus der Wärmeleistungsbi-
lanzgleichung folgender linearer Zusammenhang zwischen der Strömungsgeschwindig-










ρ= &  (2) 
  
Die Diagramme in Abbildung 7 zeigen die experimentell gefundenen Abhängigkeiten. 
 
bb. 7 Abhängigkeit der Empfindlichkeit Eel von der Strömungsgeschwindigkeit 
ur das Verhalten des Durchflusskalorimeters mit der Stahl-Reaktionszelle entspricht dem 
v in µl/min


















µl/min vs 1/E 
Fit  vs Col 5 
.
v in µl/min






(a) (b)  (c)
 
A
 (a) LCM-2524/Stahl, (b) LCM-2524/PMMA1, (c) MFK144G [35, 45, 46] 
 
N
Modellansatz. Bei den anderen beiden Durchflusskalorimetern ergibt sich erst bei höheren 
Strömungsgeschwindigkeiten Linearität. In diesen beiden Durchflusszellen befindet sich 
das Fluid im letzten Abschnitt der Einströmkanäle bereits in direktem Kontakt zur Si-
Membran. Die Abweichung vom Modellverhalten bei niedrigen Strömungsgeschwindig-
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2.4.3 Kalorimetrisch wirksamer Umsatzgrad bei Durchfluss-Betriebsweise 
 
Ein weiteres spezifisches Problem bei der Arbeit mit miniaturisierten Durchflusskalorime-
tern ist der oft geringe Umsatzgrad bei chemischen Reaktionen. Der Umsatzgrad in der 
Reaktionszelle, der maßgeblich die Signalhöhe mitbestimmt, ist abhängig von der Durch-
mischung der beiden Reaktandenströme. Bei kinetisch kontrollierten Reaktionen (z. B. 
Enzymreaktionen) wird er zusätzlich von der Reaktionsgeschwindigkeit und der Verweil-
zeit in der Reaktionszelle beeinflusst. 
Die Geometrie der Fluidkanäle und die verwendeten Strömungsgeschwindigkeiten bedin-
gen laminare Strömungsverhältnisse in den Reaktionszellen, so dass eine Durchmischung 
der Komponenten praktisch nur durch Diffusion erfolgen kann. Die Diffusionsgeschwin-
digkeit hängt dabei von der Größe der Kontaktflächen der Fluidströme, dem Konzentrati-
onsgradienten senkrecht zur Strömungsrichtung und der Beweglichkeit der gelösten Spe-
zies ab. 
Folgender Ansatz wurde zur Bestimmung des Mischungsgrades im IC-Durchflusskalori-
meter genutzt: Bei einer chemischen Reaktion, die durch Mischung zweier Komponenten 
ausgelöst wird und sehr schnell abläuft (z. B. Neutralisation HCl + NaOH, Protonierung 
TRIS + HCl), bestimmt die Geschwindigkeit der Durchmischung die Umsatzge-
schwindigkeit. Der Mischungsgrad Dmix wird dann als das Verhältnis der in der Zelle reali-
sierten Reaktionswärmeleistung  und der maximal möglichen Reaktionswärmeleistung 











&=  (3) 
  
 H  (4) 
 
cvq R0max ∆= &&
Bezogen auf das experimentell bestimmbare Spannungssignal ∆Ust (Differenz zwischen 
Basisliniensignal und steady-state-Signal bei Reaktion) bedeutet das nach Gl. 1: 
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∆=  (5) 
  
In Abbildung 8 ist die Abhängigkeit des so bestimmten Mischungsgrades von der Strö-
mungsgeschwindigkeit für die oben beschriebenen drei Durchflusskalorimeter dargestellt. 
In allen Fällen wird eine starke Verringerung des Mischungsgrades mit zunehmender 
Strömungsgeschwindigkeit festgestellt, wobei die Kalorimeter mit größerem Zellvolumen 
und damit größeren Verweilzeiten deutlich höhere Mischungsgrade aufweisen.  
 
v in µl/min















Abb. 8   Abhängigkeit des Mischungsgrades von der Strömungsgeschwindigkeit für 
verschiedene Durchflusskalorimeter (Reaktion: TRIS + HCl) [45]
 
Die bereits diskutierten späteren Untersuchungen zu Empfindlichkeitsgradienten in der 
Zelle zeigen allerdings, dass die Verwendung der durch elektrische Kalibrierung mit dem 
integrierten Chipheizer bestimmten Empfindlichkeit Eel sehr starken Näherungscharakter 
besitzt.  
Weitere Untersuchungen zu dieser Problematik werden im Abschnitt 3.3.4 beschrieben. 
 
 
2.4.4 Zusammenfassung  
 
Bei der Ermittlung thermodynamischer Daten mit Hilfe der auf dem Thermosäulenchip 
LCM-2524 basierenden IC-Kalorimeter ist mit systematischen Fehlern in der Größenord-
nung von 10...20 % zu rechnen, wenn die Empfindlichkeit ausschließlich durch elektrische 
Kalibrierung mit Hilfe des integrierten Chipheizers ermittelt wird [43].  
Die Empfindlichkeit der kalorimetrischen Anordnung wird besonders durch die Art und 
geometrische Form der auf der Siliziummembran aufgebrachten Probe verändert. Während 
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innerhalb der sensitiven Fläche der Membran kaum Empfindlichkeitsgradienten in der E-
bene existieren, beeinflusst die Höhe der Probe bzw. der Abstand der Wärmequelle zur 
Membran die Empfindlichkeit sehr deutlich. Bei der Durchfluss-Betriebsweise ist ein er-
heblicher Einfluss der Strömungsgeschwindigkeit auf die Empfindlichkeit und den Mi-
schungsgrad in der Durchflusszelle festzustellen.  
Aus den vorgestellten Ergebnissen kann die Empfindlichkeit der verschiedenen kalori-
metrischen Anordnungen abgeschätzt werden. Das ist insbesondere in solchen Fällen hilf-
reich, wenn keine geeignete Möglichkeit für eine chemische Kalibrierung zur Verfügung 
steht. 
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Zur kalorimetrischen Untersuchung enzymatisch katalysierter Reaktionen, sowohl unter 
thermodynamischen als auch kinetischen Fragestellungen, wird in der Literatur [47] die 
Verwendung von Batch-Kalorimetern und Durchflusskalorimetern (Strömungs-, Flowkalo-
rimeter) beschrieben. 
Im Batch-Kalorimeter wird eine Reaktionskomponente in einem Reaktionsgefäß vorgelegt 
und die Reaktion durch die Zugabe einer zweiten Reaktionskomponente ausgelöst. Die 
Messung wird im Allgemeinen bis zum Erreichen des chemischen Gleichgewichts (ggf. bis 
zum vollständigen Umsatz), d. h. bis zum vollständigen Abklingen des thermischen Effekts 
fortgesetzt.  
Im Durchflusskalorimeter strömt das zu untersuchende Medium kontinuierlich durch eine 
Messzelle (Durchflusszelle), in der die Reaktion stattfindet. Dabei wird in Abhängigkeit 
von den experimentellen Bedingungen oftmals nicht die Einstellung des chemischen 
Gleichgewichtes realisiert.  
 
In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse systematischer Untersuchungen mit dem auf 
dem Thermosäulenchip LCM-2524 basierenden IC-Batch-Kalorimeter und dem IC-
Durchflusskalorimeter vorgestellt und die Einsatzmöglichkeiten insbesondere in Verbin-
dung mit enzymatischen Reaktionen aufgezeigt.  
Dem Überblick über die verschiedenen untersuchten Reaktionssysteme ist jeweils ein Ka-
pitel vorangestellt, in dem allgemeine Aspekte zum entsprechenden IC-Kalorimeter (appa-




3.1.  IC-Batch-Kalorimeter  -   
 Charakterisierung der kalorimetrischen Anordnung 
 
Anknüpfend an die Arbeiten von OEHMGEN [38] wurde die Konstruktion des IC-Batch-
Kalorimeters überarbeitet. Ziel war es, eine schnellere und reproduzierbarere Einstellung 
des Verdampfungsgleichgewichtes im Kalorimeterinnenraum und, wie die nachfolgenden 




3.1.1  Aufbau und Arbeitsweise des IC-Batch-Kalorimeters 
 
Der grundsätzliche Aufbau des IC-Batch-Kalorimeters wurde bereits im Abschnitt 2.3. 
beschrieben. Die Abbildung 9a zeigt schematisch den Aufbau des von OEHMGEN vorge-
stellten IC-Batch-Kalorimeters [38], Abbildung 9b den der neuen, überarbeiteten Version. 
Die Veränderungen werden im Folgenden detailliert beschrieben und die Auswirkungen 
















100 mm 9 mm
(a) 
 
Abb. 9 Aufbau des IC-Batch-Kalorimeters 
 (a) alte Version [aus 38]; (b) neue, überarbeitete Version [nach 30]
 
Als Dosiervorrichtung zur Zugabe der zweiten Reaktionskomponente werden spezielle 
Mikroliter-Spritzen (Fa. Hamilton; 5 µl) verwendet. Die zu dosierende Flüssigkeit befindet 
sich dabei ausschließlich in der Nadel, die vollständig in eine entsprechende Bohrung im 
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Kalorimeteroberteil eingeführt wird, so dass eine Temperierung der Flüssigkeit entspre-
chend der Temperatur des Al-Blocks erfolgt. Zur besseren Handhabung wird die dünne 
Spritzennadel von einer Messinghülse umschlossen und stabilisiert. 
Im Gegensatz zu der Dosierung über die von OEHMGEN beschriebene Glaskapillare wird 
das Flüssigkeitsvolumen nicht durch ein Luftpolster aus der Spritze heraus „geschossen“. 
Die Tropfenübergabe erfolgt durch Berührung der beiden Tropfen, was eine exakte Anpas-
sung des Abstandes zwischen der Spritzenspitze und der Chipoberfläche erfordert.  
Im Allgemeinen ist es sinnvoll, die zu analysierende Probe auf dem Chip vorzulegen, da 
fehlerhafte Dosierungen sofort erkannt und mit geringem Aufwand korrigiert werden kön-
nen. Die anderen Reagenzien werden in der Regel im Überschuss eingesetzt, so dass ge-
ringe Volumendifferenzen durch eventuell an der Spritzenspitze verbleibende Lösungsreste 
keinen wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis haben. 
Bei exaktem Tropfenabriss beträgt der Fehler (Standardabweichung) sowohl des vorgeleg-
ten, als auch des zudosierten Volumens ca. 1 % [48]. 
 
Die Höhe des Kalorimeteroberteils wurde entsprechend der Länge der Spritzennadel ver-
größert.  
Der Dampf- bzw. Reaktionsraum über der Siliziummembran wurde von 1100 µl auf 90 µl 
reduziert. 
Gleichzeitig wurde der Feuchteschwamm, der zur Vorsättigung des Dampfraums mit Lö-
sungsmittel diente, durch einen Ring aus Filterpapier ersetzt. Dieser wird mit Hilfe von 
doppelseitigem Klebeband an der Innenseite des Kalorimeteroberteils befestigt und mit 
einer definierten Menge der gleichen Lösung getränkt, die auch auf dem Chip vorgelegt 
wird. Für jede Messung wird ein neuer solcher Sättigungsring verwendet. 
Durch diese Veränderungen konnte die nötige Temperierzeit, d. h. die Zeit vom Einbau bis 
zum Start der kalorimetrischen Messung, von bisher mindestens 30 min auf 15...20 min 
verkürzt und, wie in Abbildung 10 zu sehen ist, die Reproduzierbarkeit der Lage der Basis-










































Abb. 10 Messkurven für die Dosierung von Wasser zu Wasser 
 Vergleich: (a) alte Kalorimeterversion und (b) neue Kalorimeterversion 
 (tTemp ≈ 20 min; vVorlage = 3 µl; vZugabe = 4,4 µl; Sättigungsring: 4 µl) 
 
Um eine konstante und definierte Größe der Auflagefläche des Tropfens auf der Chipober-
fläche zu gewährleisten, kann in den Tropfen ein „Spezialfilz“ [38] eingebracht werden. 
Dabei handelt es sich um ein sehr dünnes rundes Gaze- oder Zellstoff-Plättchen von 4 mm 
Durchmesser (im Folgenden als „Filz“ bezeichnet). Durch diesen Filz wird die Tropfen-
form deutlich verändert. Der freistehende Tropfen ohne Filz kann näherungsweise als Ku-
gelkappe betrachtet werden, wobei Durchmesser und Höhe vom Volumen abhängen. Da-
gegen gibt der Filz dem Tropfen eher die Form eines Kreiszylinders mit 
volumenunabhängigem Durchmesser bzw. bei größeren Volumina eines Kreiszylinders mit 
aufgesetzter flacher Kugelkappe.  
Für die Abschätzung der Tropfenoberfläche gelten die in Tabelle 4 zusammengestellten 
mathematischen Zusammenhänge (Radius R, Höhe H). Auf die Bedeutung der Tropfen-
oberfläche wird im Abschnitt 3.1.3 im Zusammenhang mit der Lage der Basislinie und 
dem bei Messungen zu beobachtenden Basislinienversatz näher eingegangen. 
 
Geometrische Form Oberfläche ohne Grundfläche Volumen 
Kugelkappe π ( H2 + R2 ) 1/6 π H ( H2 + 3 R2 ) 
Kreiszylinder π R ( 2 H + R ) π R2 H 
 
Tab. 4 Gleichungen zur Berechnung von Oberfläche und Volumen 
 
Aus experimentell bestimmten Durchmessern bzw. Radien von Wassertropfen verschiede-
ner Volumina auf der Si-Membran ergeben sich die in Abbildung 11 dargestellten Zusam-



















Abb. 11 Tropfenoberfläche in Abhängigkeit vom Volumen (Wasser) 
 
 
3.1.2 Prinzipieller Ablauf der Messung 
 
Zunächst wird der Sättigungsring angebracht und gleichmäßig mit der vorzulegenden Lö-
sung (4 µl) getränkt. Nach dem Vorlegen der ersten Komponente (3,0 µl) und gegebenen-
falls des Filzes auf der Chipoberfläche wird das Kalorimeter geschlossen und die mit der 
zweiten Komponente (4,4 µl) gefüllte Hamiltonspritze eingesetzt. Das Kalorimeter wird 
mit der Styroporhaube abgedeckt und nach Einstellung des thermischen Gleichgewichts 
(Temperierzeit) die Reaktion durch die Zudosierung der zweiten Komponente gestartet. 
Nach Beendigung der Messung wird das Kalorimeter geöffnet, der Sättigungsring entfernt 
und der Chip gereinigt.  
 
 
3.1.3  Diskussion der Messkurven 
 













































Messkurve des IC-Batch-Kalorimeters (schematisch) 
 und Basislinienversatz 
Die Basis  Atmosphäre, d. h. bei 
benetztem er ersten Ver-
stärkerstu
ie Basislinie eines mit einem Flüssigkeitstropfen „beladenen“ Thermosäulenchips ist 
nüber der des trockenen deutlich verschoben. Betrag 
-Charge, Exemplar) 
(2) Temperierzeit 
igung des Dampfraums durch Flüssigkeit im Sättigungsring 
ens) 
(7) Benetzung der Si-Oberfläche (Oberflächen-, Grenzflächenspannung) 
ie wichtigsten dieser Einflüsse werden im Folgenden beschrieben und diskutiert. 
linie eines trockenen LCM-2524 in wasserdampfgesättigter




auch nach langer Temperierzeit gege
und Richtung dieser Verschiebung, sowie die Größe des nach Abklingen von Reaktions- 
oder Dosiereffekten zu beobachtenden Basislinienversatzes werden von folgenden Fakto-
ren beeinflusst: 
(1) verwendeter Thermosäulenchip (Produktions
(3) Vorsätt
(4) Volumen / Oberfläche des Tropfens 
(5) Dampfdruck der Flüssigkeit (Tropfen / Sättigungsring) 



















(1) Thermosäulenchip (Exemplar) 
Wahrscheinlich durch produktionsbedingte Schwankungen z. B. in der Dicke der Silizi-
ummembran weisen die einzelnen Exemplare des LCM-2524 (durch vom Hersteller verge-
bene Nummern gekennzeichnet) geringe Unterschiede in der Empfindlichkeit, in der Reak-
tion auf Feuchtigkeit und im dynamischen Verhalten auf. 
ndern man beobachtet eine nach ca. 20 min annähernd konstante Abnahme der endo-
 einen mit Wasser getränkten „Feuchteschwamm“ im 
oberen Teil des Dampfraums, um die Verdampfungsgeschwindigkeit der Flüssigkeit auf 
dem Chip zu verringern.  
Allerdings müsste der kleine Dampfraum von 90 µl schon nach sehr kurzer Zeit mit Lö-
sungsmitteldampf gesättigt sein. Ist also die langanhaltende thermische Leistung, die die 
Lage der Basislinie bestimmt, tatsächlich auf Verdampfung zurückzuführen? 
 
Verfolgt man die Basislinie über einen extrem langen Zeitraum, zeigt sich der in Abbil-
dung 13 dargestellte Verlauf. Zunächst verläuft die Basislinie des trockenen Chips nahe 
Null. Nach der Dosierung von 4,4 µl Wasser aus der Hamilton-Spritze tritt in der Wärme-
leistungs- bzw. Spannungskurve ein Sprung in endothermer Richtung auf, der einer Wär-
eleistung von ca. 35 µW entspricht. Ist das Kalorimeter dicht geschlossen, bleibt die 
gen des ver-
 Chip von ca. 
 mg / 20 h ermittelt. Dies wird auch durch zusätzliches Verschließen der Druckausgleichs-
 
(2) Temperierzeit  
Auch nach langer Temperierzeit stellt sich keine absolut konstante Wärmeleistung ein, 
so
thermen Wärmeleistung (Basisliniendrift) von etwa 0,2...0,5 µW/min. 
 
 
Die unter (3)-(5) aufgeführten Einflussfaktoren lassen sich unter dem Gesichtspunkt der 
Verdampfung von Lösungsmittel aus dem Flüssigkeitstropfen zusammenfassen. 
 
(3) Vorsättigung des Dampfraums durch Flüssigkeit im Sättigungsring  
Bereits OEHMGEN [38] beschrieb die Auswirkung der Verdampfungsleistung auf das Wär-
meleistungssignal und verwendete
m
Wärmeleistung dann für mehr als 20 Stunden annähernd konstant. Durch Wä
bliebenen Tropfens wird eine Masseabnahme des Tropfens auf dem
1
kanäle nicht signifikant verändert. 
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Abb. 13 Messkurven: Dosierung von Wasser auf trockene Chip-Membran  
(a) Kalorimeter dicht geschlossen; (b) Dichtung nicht korrekt 
(ohne Filz; vZugabe = 4,4 µl; Sättigungsring: 4 µl Wasser) 
 hundert µW. Wahrscheinlich wird dies durch die zunehmende Austrocknung des 
rocken. 
ine solche verstärkte Verdampfung wird auch beobachtet, wenn der LCM-2524 zuvor im 
Exsikkator getrocknet wird (etwa 6 Tage über Kieselgel). Eine eventuelle Massezunahme 
des Chipträgers konnte aufgrund der großen Eigenmasse (m ≈ 8 g) nicht eindeutig festge-
stellt werden. 
In jedem Fall stimmt die aus der Fläche unter der Wärmeleistungskurve ermittelte und die 
zur Verdampfung der vom Chip „verschwundenen“ Wassermenge nötige Enthalpie gut 
überein. 
 
(4) + (6) Volumen / Oberfläche des Tropfens und Dampfdruck  
Abbildung 14 zeigt Messkurven für die Dosierung variabler Volumina Wasser zu Wasser, 




Schließt die Dichtung nicht einwandfrei, beginnt einige Zeit nach der Dosierung ein zu-
nehmend steiler Anstieg der Wärmeleistung bis zu einem nahezu konstanten Wert von 
mehreren
Sättigungsrings und damit eine zunehmende Verdampfung aus dem Tropfen verursacht. 
Das Plateau endet mit einem sehr raschen Abfall der Wärmeleistung auf den Wert der Ba-
sislinie des trockenen Chips bzw. sogar noch etwas darunter. Öffnet man das Kalorimeter, 






















Man erkennt, dass die Lage der Basislinie von der Tropfengröße abhängig ist. Je größer der 
vorgelegte Tropfen ist, desto mehr wird die Vorperioden-Basislinie (VP-Basislinie) in en-
 
Abb. 14 Messkurven: Dosierung von Wasser zu Wasser bei unterschiedlichen Volumen-
verhältnissen von vorgelegtem und zudosiertem Tropfen bei konstantem Ge-
samtvolumen  
 (ohne Filz; tTemp ≈ 20 min; vgesamt = 8 µl; Sättigungsring: 4 µl Wasser) 
 
Besonders im Bereich kleiner Volumina des vorgelegten Tropfens treten deutliche Unter-
schiede zwischen Messungen mit und ohne Filz auf (Abb. 15a, 16a). Bezieht man die Er-
ebnisse jedoch nicht auf das Volumen, sondern auf die Oberfläche der Wassertropfen 
stim
Wärmeleistung, die si widerspiegelt, ist di-
rekt abhängig von der Größe der Wasseroberfläche. 
 
Bei Verwendung von Glycerol, einem schwer flüchtigen Lösungsmittel, ist die Basislinie 
dagegen nahezu unabhängig von der Tropfengröße und verläuft ähnlich der des trockenen 
Thermosäulenchips nahe Null (Abb. 15a).  
 
dothermer Richtung verschoben. Gleichzeitig nimmt der Betrag des endothermen Basisli-
nienversatzes mit sinkendem Zugabevolumen ab. 
 




(vgl. Abb. 11), ergibt sich eine gute Überein mung (Abb. 15b, 16b). Das bedeutet, die 
















           3 µl Vorlage
          5 µl  
          7 µl  




Abb. 15a Abhängigkeit der VP-Basislinie 
vom Tropfenvolumen  
 
Abb. 15b Abhängigkeit der VP-Basislinie 
von der Tropfenoberfläche 
(Wasser; tTemp ≈ 20 min; Sättigungsring: 4 µl) 
 vom zudosierten Vo-
 
Abb. 16b Abhängigkeit des Basislinien-
versatzes von der Oberflächen-
rd.  
 





(Wasser; vgesamt = 8 µl; Sättigungsring: 4 µl) 
 
Es ist zu beachten, dass die durch elektrische Kalibrierung ermittelte Empfindlichkeit mit 
zunehmender Tropfengröße abnimmt, wobei die Abnahme bei Glycerol sehr viel schwä-
cher ausgeprägt ist als bei Wasser (Abb. 17). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass ein 
Teil der zugeführten Wärme zur Verdampfung des Wassers verbraucht wi
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Abb. 17 Abhängigkeit der Empfindlichkeit vom Tropfenvolumen  
 (elektrische Kalibrierung; ohne Filz; Sättigungsring: 4 µl) 
 
(5) Dampfdruck  
Der Dampfdruck einer Lösung ist vom Dampfdruck des reinen Lösungsmittels, der Tem-
peratur und der Konzentration der gelösten Stoffe abhängig. Bei der Konzentrationsabhän-
gigkeit des Dampfdrucks handelt es sich um eine kolligative Eigenschaft, d. h., nur die 
Anzahl der gelösten Teilchen, nicht aber deren Art ist für die Dampfdruckänderung maß-
gebend. Deshalb wurden zur Betrachtung des Einflusses des Dampfdrucks unterschied-
lichste Reaktionssysteme in wässrigen Lösungen herangezogen (Tab. 5). 
Für eine Vielzahl von Messungen wurden die Lage der Vorperioden-Basislinie nach einer 
für Messungen mit dem IC-Batch-Kalorimeter üblichen Temperierzeit von 15...20 min und 
der Basislinienversatz ausgewertet. Dabei wurde die Lage der VP-Basislinie nur für Reak-
tionen in ungepufferten Lösungen betrachtet (in Tab. 5 mit * gekennzeichnet).  
 
Reaktionstyp  Vorlage Zugabe 
Neutralisation * HCl NaOH 
Protonierung * TRIS HCl 
 * HCl TRIS 
Komplexierung * BaCl2 18-Krone-6 
Enzymreaktion  Saccharose Invertase 
  Ampicillin Penicillinase 
Verdünnung * alle Vorlagen H2O bzw. Puffer 
Konzentrationserhöhung * H2O bzw. Puffer alle Zugaben 
Dosierung * H2O bzw. Puffer H2O bzw. Puffer 
 
Tab. 5 Reaktionssysteme  
 
VTropfen in µl
















Abbildung 18 zeigt die Abhängigkeit der Lage der VP-Basislinie von der Raumtemperatur 
und der Teilchenkonzentration in der Lösung auf dem Chip und im Sättigungsring. Mit 
steigender Raumtemperatur wird die VP-Basislinie mit ca. 1 µW/K in endothermer Rich-
tung verschoben; mit steigender Teilchenkonzentration, d. h. mit abnehmendem Dampf-
druck, dagegen deutlich in exothermer Richtung. 
 
 
Abb. 18 Abhängigkeit der Vorperioden-Basislinie von Raumtemperatur und Teilchen-
konzentration in der vorgelegten Lösung  
 (ohne Filz; tTemp ≈ 20 min; vVorlage = 3 µl; Sättigungsring: 4 µl) 
 
Die durch elektrische Kalibrierung ermittelte Empfindlichkeit eines mit wässriger Lösung 
beladenen LCM-2524 ist ebenfalls von der Raumtemperatur abhängig. Sie sinkt im Be-
reich von 20...30 °C mit zunehmender Temperatur mit durchschnittlich etwa 
0,04 V W-1 K-1 (d. h. um ca. 2 % pro Kelvin).  
 
Die Größe des Basislinienversatzes bei konstanten Vorlage- und Zugabemengen kann ein-
deutig der Änderung der Teilchenkonzentration in der Lösung auf dem Chip durch die Zu-
abe der zweiten Komponente und die nachfolgenden chemischen Reaktionen zugeordnet 
sammen, fi
dargestellt ist.  
nabhängig von der Art der gelösten Stoffe wird der Basislinienversatz bei Konzentrati-
nsverringerung gegenüber dem bei der Dosierung gleicher Lösungen auftretenden Basis-
 exothermer 
g
werden. Fasst man die Ergebnisse aller in Tabelle 5 aufgeführten Reaktionssysteme zu-
ndet man einen annähernd linearen Zusammenhang zwischen Basislinienver-
satz ∆ q&  und Konzentrationsänderung ∆c, wie er in Abbildung 19 
U
o
linienversatz (z. B. Wasser zu Wasser siehe vorhergehenden Abschnitt) in endothermer 
Richtung (∆ q& > 0) verschoben, bei Konzentrationserhöhung entsprechend in
Raumtemperatur in °C














    0 mmol/l 
  10 mmol/l 
.
  45 mmol/l 




Richtung. Das entspricht dem erwarteten Ergebnis: eine Konzentrationsverringerung führt 
zu einer Dampfdruckerhöhung und damit zu einer höheren Verdampfungsrate, verbunden 
mit einer erhöhten endothermen Wärmeleistung. 
(Zu beachten ist dabei auch die Änderung der Konzentrationsverhältnisse zwischen der 
die Lage der Basisli-
nd Filz.  
ie Streuung des Basislinienversatzes beträgt bei den untersuchten Reaktionen in verdünn-
n wässrigen Lösungen ca. 2 µW bei der Dosierung von 4,4 µl zu einem vorgelegten Vo-
 von 3,0 µl. Bei einem zu detektierenden Prozess muss also eine deutlich höhere Re-
Lösung auf dem Chip und der im Sättigungsring.)  
 
∆c in mmol/l
-100 -50 0 50
-40
40
80 18-Krone-6 + BaCl2; mit Filz
Saccharose + Invertase; mit Filz 
Ampicillin + Penicillinase; mit Filz 
Oxalsäure + Oxalatoxidase; mit Filz
HCl + Tris; ohne Filz
HCl + Tris; mit Filz
Regression; ohne Filz







Abb. 19 Abhängigkeit des Basislinienversatzes von der Änderung der Teilchenkonzen-
tration in der Lösung auf dem Chip (Punkte repräsentieren Mittelwerte aus 
Messreihen von jeweils 3...6 Messungen) 
 (vVorlage = 3 µl; vZugabe = 4,4 µl; Sättigungsring: 4 µl) 
 
 
• Insgesamt bestätigen alle diese Beobachtungen die Hypothese, dass 
nie hauptsächlich durch die Verdampfung des Lösungsmittels bestimmt wird. 
Die Reproduzierbarkeit der Vorperioden-Basislinie bei gleichem Einbau und annähernd 
konstanter Raumtemperatur ist gut. Die Streuung der Lage der Vorperioden-Basislinie be-
trägt für wässrige Lösungen ca. 5 µW bei einer Vorlage von 3 µl und einer Temperierzeit 
von etwa 20 Minuten. 





aktionswärmeleistung generiert werden: mindestens ca. 5 µW. 
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(Die Streuung wurde jeweils in Abhängigkeit von der Anzahl der Einzelmessungen pro 
Messreihe als Standardabweichung bzw. mittlere absolute Abweichung berechnet [49]. Die 






eten unmittelbar nach der Dosierung auch vereinzelte endotherme Spitzen 
ärmeleistungskurve auf. In den ersten
exakte Verlauf der Wärmeleistungskurve nicht reproduzierbar.  
 
swärme qRkt von ca. 150 µJ, da sich auch die gerade noch bestimm-




Beim Zudosieren von Lösung zu einem bereits auf dem Chip vorgelegten Tropfen der glei-
chen Lösung beobachtet man einen sehr schnell (ca. 20 s) abklingenden exothermen „Do-
siereffekt“. Oft tr
in der W  2...3 Sekunden nach der Dosierung ist der 
Die aus der Integration des Dosiereffektes bestimmte Wärme qDos beträgt im Durchschnitt 
-(100 ± 50) µJ. Aus der Streuung des Dosiereffektes σDos ergibt sich eine Nachweisgrenze 
bezüglich der Reaktion
o zt.  
 DosDosNWG 3qq σ+=  (6) 




Das Sensorsignal in der Hauptperiode („Peak“) enthält im Wesentlichen zwei Informatio-
 
nen: Zum einen den Stoffumsatz über die Integration der Wärmeleistungskurve, zum ande-
ren die Reaktionsgeschwindigkeit als die dem Messsignal unmittelbar proportionale Größe. 






3.1.4  Auswertung der Messkurven 
 
Der Stoffumsatz und damit die Substratkonzentration cS kann über die molare Reaktions-
S
 
enthalpie ∆RH aus der Reaktionswärme q und dem Volumen v  der Substratlösung be-







e wird durch die Integration der Wärmeleistungskurve (t) ermittelt, 
bzw. durch die Integration der Messkurve U (t) und Umrechnung mit der Empfindlich-









1q  (9) 
Aufgrund des auftretenden Basislinienversatzes kommt dabei der Modellierung der Basis-
linie im Integrationsintervall (t0 - tE) besondere Bedeutung zu.  
Es können zwei einfache Grenzfälle betrachtet werden (Abb. 20): Zum einen die Basislinie 
als gerade Verbindung zwischen dem Start- und dem Endpunkt des Reaktionseffektes 
(Æ BL1) und zum anderen durch Extrapolation der Nachperiode bis zum Startzeitpunkt 
(Æ BL2). Die tatsächlichen Verhältnisse liegen zwischen diesen beiden Grenzfällen.  
Da die für die Größe des Basislinienversatzes maßgeblichen Veränderungen der Oberflä-
chen- und Dampfdruckverhältnisse hauptsächlich unmittelbar durch die Zugabe der zwei-
ten Komponente verursacht werden, erscheint eine sprunghafte Änderung der Basislinie 
eru
die ablaufend die Teilchenzahl in
atischen Spaltungen oder Komplexbildungsreaktionen), trägt dies auch zum Ba-
entsprechend BL2 als deutlich bessere Annäh
en chemischen Reaktionen 
ng an die realen Verhältnisse. Wird durch 
 der Lösung verändert (z. B. 
bei enzym
sislinienversatz bei; allerdings nicht sprunghaft, sondern in Abhängigkeit von der jeweili-
gen Reaktionsgeschwindigkeit. Die Berücksichtigung dieser Vorgänge bei der Modellie-
rung der Basislinienänderung erfordert exakte Kenntnisse der Reaktionskinetik und würde 
eine breite, unkomplizierte Anwendung des Auswerteverfahrens erheblich einschränken. 
Dass die Auswertung nach BL1 fehlerhafte Ergebnisse liefert, wird auch anhand der an-
schließend beschriebenen chemischen Kalibrierung deutlich. 
 
Alle im Abschnitt 3.2.2 diskutierten Ergebnisse wurden durch Auswertung der Messkurven 




Abb. 20a, c s Gerade zwischen 
 
Abb. 20b, d Basislinie durch Extrapola-
 
Basislinie al
Start- und Endpunkt (BL1) tion der Nachperiode (BL2) 
 zudosierten Lösung mit 
ereffekt (Puffer zu Puffer) separat bestimmt. 
Die vo eiden Ver-
dünnun Addition des Dosiereffektes, da letzte-
rer sow lten ist.  
Wird z uf die Korrek-
Für eine exakte Auswertung der thermischen Reaktionseffekte müssen durch Dosierung 
und Verdünnung verursachte Nebeneffekte berücksichtigt werden. Dazu werden die Wär-
meleistungskurven für die Verdünnung der vorgelegten und der
dem entsprechenden Puffer und für den Dosi
llständig korrigierte Messkurve ergibt sich dann durch Subtraktion der b
gseffekte von der Reaktionsmesskurve und 
ohl im Reaktions- als auch in jedem Verdünnungseffekt entha
ur Konzentrationsbestimmung nur die Kalibrierkurve genutzt, kann a
tur um die Verdünnung der mit konstanter Konzentration eingesetzten Nachweisreagenzien 























Area = -13.61 mVs


















Area = -2.27 mVs
(d)(c)








Area = -15.05 mVs

































Wie bereits im Abschnitt 2.4.1 diskutiert wurde, kann die Verwendung der durch elektri-
sche Kalibrierung gewonnenen Empfindlichkeit Eel zu systematischen Fehlern bei der Be-
rechnung der Reaktionswärme führen. Deshalb wurde eine chemische Kalibrierung mit 
verschiedenen Standard-Testreaktionen [2] durchgeführt.  
Die Empfindlichkeit Ech der Anordnung bzw. die Kalibrierkonstante ergibt sich dabei aus 
der experimentell ermittelten Peakfläche und der aus vorhandenen Referenzwerten für die 










1E  (10) 
m die statistische Sicherheit zu erhöhen, wird die Empfindlichkeit als Mittelwert über 
sammenhan
U
mehrere Konzentrationen bestimmt, bzw. zur Berechnung der Anstieg b1 des linearen Zu-





Als geeignete Reaktionssysteme wurden die Protonierung von Tris-(hydroxymethyl)-ami-
nomethan (TRIS, THAM) mit HCl und die Komplexierung von Ba
1bE =  (11) 
e Aspekte waren zu berücksichtigen: 
1. Ist die Integrationsvariante BL2 tatsächlich besser geeignet als BL1? 
en Bedingungen (u. a. Konzentrationen, vorgelegte / zudo-
2+ durch 1,4,7,10,13,16-
Hexaoxacyclooctadecan (Kronenether 18-Krone-6) ausgewählt.  
Folgend
2. Beeinflusst der Filz die Empfindlichkeit? 
3. Wie groß ist der Einfluss der Korrektur der Nebeneffekte? 
4. Gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen Eel und Ech? 
 
Die verwendeten experimentell
sierte Komponente) sind den „Datenblättern zum IC-Batch-Kalorimeter“ im Anhang zu 
entnehmen.  
Die Ergebnisse für die durch chemische Kalibrierung ermittelte Empfindlichkeit Ech sind in 
Abbildung 21 zusammengefasst. Zum Vergleich wurde jeweils auch die durch elektrische 






Abb. 21 Empfindlichkeit Ech in Abhängigkeit von Einbau (ohne / mit Filz), Korrektur 
der Nebeneffekte (unkorrigierte / vollständig korrigierte Kurven (s. o.)) und In-
tegrationsvariante (nach BL1 (     ) / BL2 (     )) im Vergleich zur durch elektri-
sche Kalibrierung gewonnenen Empfindlichkeit Eel
 
Besonders bei den Messungen mit Filz (Abb. 21b, c) wird deutlich, dass nur die Integration 
mit einer aus der Nachperiode heraus extrapolierten Basislinie (BL2) für die Auswertung 
geeignet ist. Die nach BL1 bestimmten Werte weichen unverhältnismäßig und für die bei-
eigt, dass ohne Verwen-
ung des Filzes geringere Fehler aufgrund geringerer Messwertstreuung auftreten. Der 
etrag der ohne Filz ermittelten Empfindlichkeit liegt 13 % unter dem durch elektrische 
Kalibrie-
ng bestimmten W
chung beträgt bei der TRIS-Reaktion weniger als 0,5 % und bei der Kronenether-Reaktion 
 
Die in Abbildung 21 angegebenen Fehlerbalken für Ech wurden aus der Standardabwei-
 der Regressionsgeraden für den Zusammenhang zwischen einge-
den Reaktionssysteme sehr unterschiedlich stark von den Werten für Eel ab. Die nachfol-
genden Ausführungen beziehen sich nur noch auf die nach BL2 erhaltenen Empfindlich-
keiten. 
 
Am Beispiel der TRIS-Protonierung wurde der Einfluss des Filzes auf die Empfindlich-
keit Ech untersucht. Der Vergleich der Abbildungen 21a und b z
d
B
Kalibrierung erhaltenen Wert.  
Bei Verwendung des Filzes stimmen die durch elektrische und durch chemische 
ru erte für die Empfindlichkeit dagegen sehr gut überein. Die Abwei-
2 %. Im Rahmen der bei der elektrischen und bei der chemischen Kalibrierung beobachte-
ten Fehlergrenzen sind diese Differenzen nicht signifikant.  
chung des Anstiegs b1


























setzter Konzentration und Peakfläche (vgl. Gl. 11) berechnet. Für Eel beträgt die Unsicher-
heit (Standardabweichung) ca. ± 0,01 V/W, d. h. etwa ± 0,5 %. 
 
• Für die Bestimmung von Substratkonzentrationen oder die Abschätzung auftretender 
Reaktionswärmen ist also die Verwendung der während einer Messreihe mit sehr geringem 
Zeit- und Arbeitsaufwand durch elektrische Kalibrierung bestimmbaren Empfindlich-
keit durchaus gerechtfertigt, wenn die Messungen mit Filz durchgeführt werden.  
 
 
Die auch von OEHMGEN  verwendete Neutralisationsreaktion von HCl mit NaOH ist für 
ei e exakte K
[38]
n alibrierung nicht gut geeignet. Die Messwerte weisen oft starke Streuungen 
uf. Problemati
große Wasser-Luft-Grenzfläche, die zu Konzentrationsveränderungen der Natronlauge 
Die Reaktion des CO2 mit den OH--Ionen macht außerdem die vollständige Korrektur der 
esskurven um die Verdünnung der vorgelegten und der zudosierten Lösung unmöglich. 
 
a sch ist besonders die CO2-Aufnahme der Lösungen aus der Luft über die 
bzw. zu Nebenreaktionen und schließlich zu zu gering bestimmten Reaktionswärmen führt. 
M
 
Weitere bekannte, zur Kalibrierung reaktionskalorimetrischer Anordnungen verwendete 
Prozesse sind z. B. die Verdünnung von wässrigen Saccharoselösungen, von Propanol oder
Ethanol. Diese sind aber für das IC-Batch-Kalorimeter nicht nutzbar, da zum einen die 
nötigen Verdünnungsfaktoren nicht erreicht werden können und zum anderen leichtflüch-
tige Substanzen in diesem Fall zur Kalibrierung ungeeignet sind. 
 
 
Für die Beschreibung der Reaktionsgeschwindigkeit enzymatisch katalysierter Reaktio-






r +=  (12) 
Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit rmax steht in direkter Beziehung zur Enzymaktivi-
tät aE und kann damit auch zur Quantifizierung von Inhibitorwirkungen verwendet werden.  
obePrmaxE vra =  (13) 
 
Aufgrund der in kalorimetrischen Anordnungen auftretenden zeitlichen Verschmierung des 
Wärmeleistungssignals ist für die kinetische Auswertung eine dynamische Korrektur der 
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Messkurven notwendig. Diese wird als 
en ermittelten Zeitkonstante des Kalorimeters abgearbeitet
inverse Filteroperation mit einer aus Kalibrierexpe-
riment  („Entschmierung“) [31, 38].  
akhö-
he rdnung, die 
Re  
Au nd genau separiert werden kann. Günsti-
erweise wird die Substratkonzentration cS0 so hoch gewählt, dass man sich weitgehend in 
 
Ein sehr einfaches Verfahren zur Bestimmung von rmax besteht in der Ermittlung der Start-
wärmeleistung. Die Startreaktionsgeschwindigkeit r0 ist direkt proportional zur Pe
 h, wobei der Proportionalitätsfaktor α durch die Empfindlichkeit der Ano
aktionsenthalpie und das Probenvolumen bestimmt wird [38]. Voraussetzung für diese
swertung ist, dass der Dosiereffekt ausreiche
g
der kinetischen Sättigung befindet, so dass cS0 » KM und entsprechend Gleichung 15 
rmax = r0 gilt. 







+=  (15) 
 
Mit Hilfe spezieller Computer-Programme (MATLAB/SIMULINK) ist es auch möglich, die 
vollständige Wärmeleistungskurve zu modellieren und rmax durch nichtlineare Optimierung 
ausgewählter Simulationsparameter zu bestimmen [38]. Dieses Verfahren erfordert detail-
lierte Kenntnisse über den Reaktionsmechanismus (insbesondere eventuelle Folgereaktio-
ine dritte Variante zur Bestimmung kinetischer Parameter ist die Modellierung des hinte-
n Abschnitts der Wärmeleistungskurve („Abklingkurve“). Ist die Reaktion weit genug 
 KM gilt, kann die Wärmeleis-
ngskurve in guter Näherung nach einem Zeitgesetz 1. Ordnung beschrieben werden. Der 
nen), die kinetischen Parameter und Reaktionsenthalpien der einzelnen Reaktionsschritte. 




fortgeschritten, d. h. soviel Substrat verbraucht, dass cS «
tu
Einfluss möglicher Folgereaktionen wird bei dieser Auswertung nicht separat berücksich-
tigt, so dass oft nur relative Aussagen zur Enzymaktivität getroffen werden können, die 
aber z. B. für die Quantifizierung von Inhibitoreffekten ausreichend sind [38]. Vorteile die-
ser Methode sind die einfache Handhabung und Übertragbarkeit auf verschiedene Reaktio-
nen. Geschwindigkeitskonstanten oberhalb des reziproken Wertes der Zeitkonstante des 
Kalorimeters sind damit nicht bestimmbar [1]. 
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3.2.  IC-Batch-Kalorimeter  -  
Überblick zu den untersuchten Stoffsystemen 
 
Mit Hilfe des IC-Batch-Kalorimeters wurde eine Vielzahl zumeist enzymatischer Reaktio-
nen untersucht. Dabei standen unterschiedliche Aufgabenstellungen im Mittelpunkt: 
1. Bestimmung von Enzymaktivitäten gelöster und immobilisierter Enzyme 
2. Bestimmung von Inhibitorkonzentrationen über die Veränderung der Enzymaktivität 
3. Bestimmung von Substratkonzentrationen. 
 
Detaillierte Angaben zu den untersuchten Reaktionen, wie Reaktionsgleichungen, Litera-
-
 Dort befinden sich auch Angaben zu analytisch interes-
santen Konzentrationsbereichen und Refere fangreichere Fassung 
dieser Datenblattsammlung, die zusätzlich prax
aktionsspezi n Pro ern zu beachten sind, und zahlreiche Er-
gebnisse (m alibrie nthäl stitut für Physikalische Chemie der TU 
BAF vorhanden. 
 8 am Ende dieses Kapitels enthält eine Zusammenfassung der Ergebnisse unter 
treuungen
turdaten zu Reaktionsenthalpien und kinetischen Parametern (KM), und zu den experimen-
tellen Bedingungen, d. h. verwendete Puffer, pH-Werte, Konzentrationsbereiche, vorgeleg
te / zudosierte Lösung usw., sind in „Datenblättern zum IC-Batch-Kalorimeter“ als Anlage 




zu substanz- und re-
fische blemen, die  Anwend
eist K rkurven) e t, ist im In
Tabelle
analytischen Gesichtspunkten, d. h. Angaben zu Arbeitsbereichen, Empfindlichkeiten und 
 der Messwerte.  S
 
 
3.2.1  Auswertung unter kinetischen Gesichtspunkten 
 
Aufgrund der kleinen Zeitkonstante des Wärmeleistungstransducers und der geringen Pro-
bengröße entspricht das Messsignal des IC-Batch-Kalorimeters weitgehend dem Wärme-
rn in ho-
leistungs-Zeit-Verlauf der Reaktion. Trotzdem ist eine Entschmierung der Messkurven 
unter Verwendung der Kalorimeter-Zeitkonstante nötig (vgl. Abschnitt 3.1.4). Diese Zeit-
konstante wird nicht nur durch die Zeitkonstante des LCM-2524 bestimmt, sonde
hem Maße vom speziellen Einbau (z. B. spezifische Wärmekapazität und Größe der flüssi-
gen Probe, Verwendung von Filz oder Immobilisatträgern) beeinflusst [1].  
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Einfluss des Filzes auf die Zeitkonstante 
In Tabelle 6 sind Zeitkonstanten zusammengestellt, die für einen Thermosäulenchip 
LCM-2524 bei elektrischer Kalibrierung und einer schnellen chemischen Reaktion in den 
verschiedenen IC-Batch-Kalorimeter-Versionen aus den Abklingkurven bestimmt wurden, 
wobei die Reaktions-Messkurven zunächst wie oben beschrieben entschmiert wurden. 
bereinstimmend mit den Ergebnissen von GRAEBNER [1], der die Abhängigkeit der Zeit-
rotonierung dagegen erhält man mit Filz deutlich größere Zeitkonstanten 
Ü
konstante von verschiedenen in den Tropfen eingebrachten Materialien untersuchte, wer-
den bei der elektrischen Kalibrierung mit Filz im Lösungstropfen kleinere Zeitkonstanten 
beobachtet als ohne. Dies ist durch die bessere thermische Anbindung des Tropfens an die 
Chipoberfläche durch den Filz (größere Kontaktfläche) zu erklären.  
Bei der TRIS-P
als ohne, da der Filz die schnelle Durchmischung der Reaktionskomponenten behindert.  
Gegenüber den älteren Modellen mit größerem Dampfraum weisen die neuen Kalorimeter 
etwas kleinere Zeitkonstanten auf. 
 
Zeitkonstante [s] 
elektrische Kalibrierung chem. Reaktion: HCl + TRIS 
Dampfraum 
[µl] 
ohne Filz mit Filz ohne Filz mit Filz 
1100 5,1 ± 0,1 4,7 ± 0,1   





(elektrische Kalibrierung: v = 7,4 µl; chemische Reaktion: vVorlage = 3,0 µl, 
ng: 4 µl) vZugabe = 4,4 µl; Sättigungsri
 
 
Bestimmung von Enzymaktivitäten und Geschwindigkeitskonstanten 
Als Beispiele für die Bestimmung der Aktivität gelöster Enzyme wurden von OEHM-
GEN  die Oxidation von Guajakol mit Wasserstoffperoxid unter der katalytischen W[38] ir-
schriebenen verschiedenen Methoden der kine-
 
etrischer Aktivitätsbestimmungen verglichen.  
Die Methode der Startwärmeleistung und die Modellierung der gesamten Wärmeleistungs-
kurve ergeben zufriedenstellende Übereinstimmungen mit den Referenzwerten (Abwei-
kung von Peroxidase (EC 1.11.1.7) und die durch Urease (EC 3.5.1.5) katalysierte Harn-
stoffhydrolyse untersucht.  
Am Beispiel der Urease wurden die oben be
tischen Auswertung hinsichtlich der Übereinstimmung der ermittelten Enzymaktivitäten
mit den Ergebnissen nicht-kalorim
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chungen < 15 %). Die Auswertung der Abklingkurve nach einem Modell 1. Ordnung hin-
gegen liefert große Abweichungen bezüglich der Absolutwerte der Enzymaktivität 
(ca. 40 %), kann aber erfolgreich zur Quantifizierung der inhibierenden, d. h. aktivitäts-
mindernden, Wirkung von Cadmium auf Urease und ebenso von Cyanid auf Peroxidase 
eingesetzt werden. 
 
Das IC-Batch-Kalorimeter ist auch zur Beurteilung der Aktivität flächiger Enzym-Immo-
bilisate geeignet. GRAEBNER führte Untersuchungen am Beispiel der Katalase 
(EC 1.11.1.6) durch, die auf makroporösen Glasmembranen und mittels Sol-Gel-Technik 
der Quervernetzung durch Glutardialdehyd auf einer Filterpapier-Stützschicht immobili-
de 
de das Immobilisat (4 x 4 mm bzw. ∅ 4 mm) in 
 µl Puffer auf de bstratlösung zudosiert. Der Vergleich der 
bklingkurven bestimmten Geschwindigkeitskonstanten mit pho-
o
s .  iert wur [1]
Abweichend vom üblichen Einbau wur
3 m Chip vorgelegt und die Su
durch Modellierung der A
tometrisch bestimmten ergibt einen linearen Zusammenhang. Die mit beiden Methoden 
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten stimmen auch im Zahlenwert gut überein, da bei 
der Wasserstoffperoxidspaltung keine Folgereaktionen auftreten. 
 
 
3.2.2  Auswertung der Reaktionswärme 
 
Bestimmung der Substratkonzentration 
Die Substratkonzentration cS kann nach Gleichung 8 direkt aus der gemessenen Reakti-
onswärme q bestimmt werden, wenn der zur Berechnung notwendige Wert der molaren 
Reaktionsenthalpie ∆RH bekannt ist. Anderenfalls verwendet man zur Konzentrations-
bestimmung entsprechende Kalibrierkurven q = f (cS). Der Anstieg der meist linearen Ka-
brierkurven entspricht der Empfindlichkeit der Methode.  li
Im Folgenden wird der Begriff „analytische Empfindlichkeit“ verwendet, um die Größe 
eindeutig von der bereits diskutierten (Wärmeleistungs-)Empfindlichkeit der kalorimetri-
schen Anordnung abzugrenzen. 






Abb. 22 Kalibrierkurven für verschiedene Reaktionssysteme 
 a - Glucose mit GOD / CAT und Harnstoff mit Urease  
 b - Phenole mit POD / H2O2
 c - Phenole mit Tyrosinase 
 
Sauerstoff-Limitierung   
Bei vielen enzymatisch katalysierten Oxidationsreaktionen wird Sauerstoff verbraucht. Da 
er Sauerstoffgehalt luftgesättigter wässriger Lösungen nur 0,24 mmol/l beträgt, sollte man 
ei 
Abknicken“ der Kalibriergeraden erwarten.  
oße Wasser-Luft-Grenzfläche). Auch der Einsatz von Mediatoren anstelle von 
 große Wasser-Luft-Grenzfläche im IC-Batch-Kalorimeter kann während der 
eaktion Sauerstoff aus der Luft nachgelöst werden. So beobachtet man z. B. für die Oxi-
orbinsäure mit L-Ascorbatoxidase (EC 1.10.3.3) eine lineare Kalibrier-
äure und Sauerstoff 
d
bereits b sehr niedrigen Substratkonzentrationen eine Umsatzlimitierung und damit ein 
„
Eine Erhöhung des Sauerstoffgehaltes der Lösungen durch Einleiten von gasförmigem 
Sauerstoff vor dem Einbau erscheint nicht sinnvoll. Zum einen können dadurch bereits 
Inhaltsstoffe der Probenlösungen oxidiert werden, zum anderen verändert sich die Sauer-
stoffkonzentration in der auf dem Chip vorgelegten Lösung während der Temperierzeit 
wieder (gr
Sauerstoff als Elektronenüberträger, wie er vielfach für Elektroden mit immobilisierten 
Enzymen beschrieben wird, erscheint ungünstig, da Reaktionen von Matrixbestandteilen 





kurve im Konzentrationsbereich bis über 14 mmol/l, obwohl Ascorbins
im stöchiometrischen Verhältnis von 2:1 umgesetzt werden, d. h. der anfangs gelöste Sau-
erstoff nur für einen Umsatz von 0,5 mmol/l Ascorbinsäure ausreicht. Durch das langsame 
cS in mmol/l


































Nachlösen des Sauerstoffs steigt die Reaktionsdauer stark an (Abb. 23), was zu ver-
schmierten Messkurven führt, obwohl die eingesetzte Enzymkonzentration für einen voll-
ständigen Umsatz der Ascorbinsäure innerhalb weniger Sekunden ausreicht. Die Breite der 
Peaks erschwert die exakte Auswertung der Messkurven durch Integration, woraus ver-





Abb. 23 Kalibrierkurve und Abhängigkeit der Reaktionsdauer von der Ascorbinsäure-
konzentration bei der Oxidation von L-Ascorbinsäure durch AAO 
größer als es die Konzentration des gelösten Sauerstoffs erlaubt und die Reakti-
nsdauer übersteigt bei weitem die aufgrund der Enzymkonzentration zu erwartenden Wer-
 
Entsteht bei der Reaktion H2O2, bietet sich die Kopplung der Reaktion mit der Zersetzung 
des Wasserstoffperoxids durch Katalase (EC 1.11.1.6) an. Durch diese sehr schnelle Folge-
reaktion wird nicht nur das Sauerstoffangebot erhöht, sondern gleichzeitig auch das Mess-
signal und damit die analytische Empfindlichkeit durch die zusätzliche Reaktionsenthalpie 
verstärkt. 
Abbildung 22a zeigt die Kalibrierkurve für die Oxidation von Glucose durch Glucoseoxi-
dase (EC 1.1.3.4) gekoppelt mit der Katalase-Reaktion. Auch hier ist der lineare Bereich 
sehr viel 
o
te (s. o.). 
 
Folgereaktionen 
Abbildung 22c zeigt ein Beispiel für eine nichtlineare Kalibrierkurve.  
t unbekannt ist. Der Beitrag der Polymerisation 
Die bei der Oxidation von Phenolen durch Tyrosinase (EC 1.14.18.1) entstehenden Chino-
ne sind in wässriger Lösung nicht stabil und neigen zur Polymerisation, wobei die Struktur 
der schwerlöslichen Reaktionsprodukte of
cAscorbinsäure in mmol/l


















t  = Peakbreite
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zur Gesamtreaktionsenthalpie kann dabei ein Vielfaches der Reaktionsenthalpie der En-
zymreaktion betragen und ist stark vom jeweiligen Substrat abhängig. Der Polymerisati-
onsgrad, d. h. die Anzahl der Monomer-Bausteine pro Polymermolekül, kann konzentrati-
onsabhängig sein, so dass die molare Polymerisationsenthalpie und damit auch die molare 
Gesamtreaktionsenthalpie ebenfalls von der Substratkonzentration abhängig sind und ge-
krümmte Kalibrierkurven auftreten. (Die molare Reaktionsenthalpie muss in diesem Fall 
uf den Stoffumsatz der Ausgangsstoffe bezogen werden, da die Zusammensetzung der 
Untersuchungen mit einem konventionellen isoperibolen Kalorimeter vom Typ LKB 8700 
 und damit eine eventuell vorteilhafte getrennte Auswertung 
eaktionen, deren Reaktionsenthalpien die Enthalpie 
nthalpie von -47,4 kJ/mol zur Erhöhung des 
esssignals beiträgt. Auch die bereits beschriebene Kopplung mit der Zersetzung gegebe-
 Katalase führt zu einer Verstärkung der 
gen die Empfindlichkeit und sollten nach Möglichkeit vermieden 
ofaktoren
a
Produkte unbekannt ist.) 
zeigen, dass die eigentliche Enzymreaktion schnell verläuft, der Polymerisationsprozess 
dagegen sehr lange andauert [48, 50]. In den Messkurven des IC-Batch-Kalorimeters ist eine 
Trennung der beiden Effekte
des schnellen Reaktionsschrittes nicht möglich. 
 
Definiert und schnell ablaufende Folger
der Primärreaktion verstärken, sind immer günstig, da sie die Empfindlichkeit der Methode 
erhöhen.  
Beispielsweise können exotherme Reaktionen, bei denen Protonen abgegeben werden 
(z. B. mit Dehydrogenasen) vorteilhaft in TRIS-Puffer durchgeführt werden, so dass die 
vergleichsweise hohe Puffer-Protonierungse
M
nenfalls entstehenden Wasserstoffperoxids durch
Reaktionsenthalpie um -100 kJ/mol [51]. 




Gleichgewichtsreaktionen  -  C  
Eine spürbare Verminderung der analytischen Empfindlichkeit im Vergleich zur Reaktions-
enthalpie ist auch für Reaktionen zu erwarten, bei denen das chemische Gleichgewicht 
nicht nahezu vollständig auf der Seite der Reaktionsprodukte liegt.  
So entspricht die von OEHLSCHLÄGER [52] für die Phosphorylierung von D-Fructose mit 
ATP durch das Enzym Hexokinase (EC 2.7.1.1) erhaltene analytische Empfindlichkeit nur 
ca. 40 % der molaren Reaktionsenthalpie. 
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Insbesondere bei durch (NAD(P)-abhängige) Dehydrogenasen katalysierten Reaktionen 
(Gl. 16) liegt das Gleichgewicht meist weit auf der Seite der Ausgangsstoffe. Typische 
Werte für die Gleichgewichtskonstante Kc liegen bei 20...30 °C im Bereich von 
10-9...10-12 mol/l [51]. Durch möglichst hohe Konzentrationen der Ausgangsstoffe (mit Aus-
nahme des Analyten) und vor allem durch hohe pH-Werte kann der Reaktionsumsatz be-
üglich des Analyten erhöht werden.  
en, um unnötig große Verdün-
ungseffekte zu vermeiden.  
Bei Hexokinase ist dies aber nicht sinnvoll, da auch die Übertragung der Phosphatgruppe 
vom Cosubstrat ATP auf Wasser anstatt einer Hexose katalysiert wird, so dass eine ATP-
Hexokinase-Lösung nicht stabil wäre.  
Außerdem sind die Konzentrationen weiterer Cofaktoren in beiden Lösungen so zu wäh-
len, dass der eigentlichen Substratumsetzung eventuell vorausgehende Komplexbildungen 
(z. B. Mg-ATP2-) bereits in den getrennten Reaktionslösungen vollständig abgeschlossen 
sind. Die Komplexbildung nach der Dosierung führt sonst zu erheblichen Zusatzeffekten, 
die das Messsignal störend beeinflussen [52]. 
 
Instabile Reaktanden  -  flüchtige Komponenten
z
 
     Substrat  +  NAD(P)+                          Produkt  +  NAD(P)H  +  H+  (16) 
 
Cofaktoren, insbesondere in höheren Konzentrationen, sollten nach Möglichkeit beiden 




n Wärme yten oder Rea-
enzien begründet sein.  
ern aus der Hamiltonspritze zugegeben werden. So wird die Wasser-
uft-Grenzfläche während der Temperierzeit extrem klein gehalten und die Aufnahme von 
schlossen. Werden die betreffenden Komponenten im Über-
Beobachtet man bei Wiederholungsmessungen eine systematische Abnahme des messba-
re umsatzes, kann eine Ursache dafür in der Instabilität von Anal
g
Eine sehr langsame Zersetzung eines Reagenzes kann meist durch die Verwendung mög-
lichst frisch hergestellter Lösungen und den Einsatz eines deutlichen Überschusses dieses 
Stoffes kompensiert werden. 
Gegen Sauerstoff oder Kohlendioxid empfindliche Komponenten sollten nicht auf dem 
Chip vorgelegt, sond
L
O2 und CO2 praktisch ausge
schuss eingesetzt, liegen sie nach der Reaktion teilweise unverbraucht in der Reaktionslö-
sung auf dem Chip vor. Dadurch kann es zu langanhaltenden Wärmeeffekten in der Nach-
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periode und damit zu einer nicht stabilen Nachperioden-Basislinie kommen, was die Aus-
wertung erschwert. Das Beispiel der Reaktion von OH--Ionen bei Säure-Base-Reaktionen 
mit CO2 wurde bereits im Abschnitt „Chemische Kalibrierung“ diskutiert. Dagegen sollten 
Stoffe, die durch die Einwirkung von Schwermetallen zersetzt werden, wie z. B. H2O2 oder 
Ascorbinsäure, nach Möglichkeit nicht in die Edelstahlkanüle der Spritze gefüllt werden.  
 
Eine weitere Ursache für die Abnahme des Wärmeumsatzes kann das Verdampfen von Re-
ktionskomponenten aus der vorgelegten Lösung sein. Das wird aber weitgehend unter-
drückt, wenn im Sättigungsring die gleiche Lösung wie auf dem rgelegt wird. In 
Abbildung 24 äh xidation v  mit H2O2 
unter der katalytischen Wirku eroxidase darg llt. 
 
bb. 24 Kalibrierkurven: Guajakol / H2O2 mit POD unter verschiedenen Vorsättigungs-
inzuhalten. Dadurch wird 
a
 Chip vo
 ist dies am Beispiel der bereits erw nten O on Guajakol









 (alte Kalorimeterversion; ttemp = 33 min; H2O2 im Überschuss) 
 
In beiden Fällen ist es sinnvoll, eine konstante Temperierzeit e
sichergestellt, dass eventuelle Verluste durch Verdampfung und katalytische Einflüsse von 
Membran- und Kanülenoberfläche annähernd konstant gehalten werden, so dass Konzen-
trationsbestimmungen unter Verwendung der entsprechenden Kalibriergeraden möglich 
sind (vgl. Abb. 24).  
 
Chemische Nachweisgrenze 
Im Abschnitt 3.1.3 wurden die Nachweisgrenzen des IC-Batch-Kalorimeters bezüglich der 
Wärmeleistung und der Wärmemenge diskutiert. Demnach muss bei einem zu detektieren-












den Prozess eine Reaktionswärme von mindestens 150 µJ erzeugt werden. Nach Glei-
chung 8 bedeutet das, dass der Betrag der molaren Reaktionsenthalpie mindestens 
50 kJ/mol betragen muss, um eine Substratkonzentration von 1 mmol/l noch sicher detek-
tieren zu können. Tabelle 7 gibt einen Überblick über weitere unter diesen Voraussetzun-
en berechnete Nachweisgrenzen bezüglich der Substratkonzentration (Bestimmungsgren-g
zen [53]) für einige Beispiele enzymatisch katalysierter Reaktionen mit sehr unterschied-
lichen molaren Reaktionsenthalpien. 
 
Substrat Enzym ∆RH [kJ/mol] 
cS, NWG
[mmol/l] 
D-Glucose GOD / CAT -225 0,2 
Harnstoff Urease -61 0,8 
Saccharose Invertase -15 3 
Maltose α-Glucosidase -4,0 12 
Lactose Lactase -0,5 100 
 
Tab. 7 Nachweisbare Substratkonzentrationen, ber
IC-Batch-Kalorimeters bzgl. umgesetzter Wärm
echnet aus der Nachweisgrenze des 
emenge 
(vS = 3,0 µl) 
 
Es wird deutlich, dass die Bestimmung von Substraten im Konzentrationsbereich unterhalb 
einiger hundert µmol/l mit der Methode nicht möglich ist.  
Voraussetzung für die Detektion der angegebenen Konzentrationen cS,NWG ist ein sehr 
schneller Reaktionsablauf, so dass die nötige Mindestwärmeleistung von 5 µW generiert 
wird. 
 
Die Umsatzgeschwindigkeit bei einer enzymatischen Reaktion hängt von der eingesetzten 
Enzymaktivität aE ab, die sich aus der spezifischen Aktivität aE,sp des Enzympräparates, der 
Konzentration cE und dem Volumen vE der Enzymlösung ergibt. 
m gut aus
ität verwen are Enzymaktivität wird durch die spezifische Aktivi-
t der verfügbaren Enzympräparate und / oder deren begrenzte Löslichkeit in Wasser be-
in Beispiel dafür ist die durch Oxalatoxidase (EC 1.2.3.4) katalysierte Oxidation von 
 
 EEsp,E  (17) E vcaa =
U zuwertende, schmale Peaks zu erhalten, muss eine möglichst hohe Enzymakti-




Oxalsäure. Die molare Reaktionsenthalpie der mit der H2O2-Zersetzung durch Katalase ge-
koppelten Reaktion beträgt -243 kJ/mol. Trotzdem reicht die aus der geringen spezifischen 
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Aktivität des Enzympräparates von 0,7 U/mg und der sehr geringen Löslichkeit von weni-
ger als 1 mg/ml resultierende Aktivität von ≈ 0,6 U/ml in der Lösung nicht aus, um Mess-
signale zu erzeugen, die sich eindeutig von den Dosier- und Verdünnungseffekten abhe-
ben. 
 
Ein weiteres Beispiel für eine enzymatische Reaktion, die zur Detektion mittels des IC-
 Phenol durch 
. Statt des erwarteten Peaks beobach  
Messsignals nach dem Dosiereffekt in exotherm  von 
 30 m ält ( 5). V end ente in -
rimeter vom Typ LKB 8700 [48, 50] utung, dass die Reaktion insbeson-
 in der St  se am a s Enzym zunä r A
 Prozess in ein o ss [54]. Andere, s
Phenole werden mit deutlich höherer Geschwindigkeit umgesetzt, so dass auswertbare 
en aufgenomm en b
 
M en: ion versc  Phe e mit Tyros




Batch-Kalorimeters ungeeignet ist, ist die Oxidation von unsubstituiertem
Tyrosinase tet man nur eine auffällig starke Drift des
er Richtung, die über einen Zeitraum
mehr als in anh Abb. 2 ergleich e Experim  einem isoperibolen Kalo
 bestätigen die Verm
dere artphase hr langs  abläuft, d da chst in eine rt autokata-
lytischem e aktive F rm umgewandelt werden mu ubstituierte 
Messkurv en werd  können (Ab . 25).  
 
Abb. 25 esskurv  Reakt hieden substituierter nol inase 
 
stratlösung) 
ammenfassung der Ergebnisse unter analytischen Gesichtspunkten 
 
Die Tabelle 8 gibt einen Überblick über die bisher mit Hilfe des IC-Batch-Kalorimeters 






























strat/Enzym Systemen sind der jeweils quantitativ zu bestimmende Analyt und der unter-
suchte Arbeitsbereich, sowie die ermittelte analytische Empfindlichkeit und die Streuung 
der Messwerte angegeben. Außerdem wird noch einmal darauf hingewiesen, dass es sich 
im Rahmen eines möglichst umfassenden Überblicks über die Möglichkeiten des Einsatzes 
des IC-Batch-Kalorimeters teilweise um Arbeiten verschiedener Autoren handelt. 
 
-




Streuung (3) Autor 
D-Glucose GOD / Katalase Glucose 1...10 mmol/l -(208 ± 7) kJ/mol 
VK = 8 % bei 
5 mmol/l A. WOLF 
Harnstoff 2...7 mmol/l -(58,6 ± 1,1) kJ/mol VK = 7...10 % R. OEHMGEN 
Urease k < 0,16 s-1  
je nach Auswerte-
verfahren 3...24 % R. Oehmgen Harnstoff Urease 
Cd 1...30 ppm   R. OEHMGEN 
H2O2 Katalase Katalase k < 0,16 s-1   σ ≈ 0,005 s-1  H. GRAEBNER 
Saccharose Invertase Saccharose 20...100 mmol/l EW: -15 kJ/mol (2)  




ATP Fructose 20...90 mmol/l -27 kJ/mol 
σ ≈ 2 mJ  






Glucose ≤ 90 mmol/l EW: -75 kJ/mol (2)  K. OEHLSCHLÄGER 
Ascorbinsäure Ascorbat-oxidase 
Ascorbin-
säure 1...15 mmol/l -(146 ± 7) kJ/mol VK = 10…20 % A. WOLF 
Penicillin G ≤ 10 mmol/l EW: -115 kJ/mol (2)  
Ampicillin 
Penicillinase Penicillin 
1...20 mmol/l -120 kJ/mol VK ≈ 5 % 
A. WOLF 
Guajakol / H2O2 Peroxidase CN- 0,6...30 ppb   
R. OEHMGEN, 
A. WOLF 
Guajakol / H2O2 1...13 mmol/l -(203 ± 5) kJ/mol 





1...13 mmol/l -(120 ± 4) kJ/mol 
VK = 10...20 % A. WOLF 
Phenol Bestimmung nicht möglich --- 





1...30 mmol/l -(171 ± 5) kJ/mol VK ≈ 5 %  
A. WOLF 
Oxalsäure Oxalat-oxidase Oxalat Bestimmung nicht möglich --- A. WOLF 
 
Tab. 8 Zusammenfassung Ergebnisse IC-Batch-Kalorimeter 
(1) Arbeitsbereich: untersuchter Analyt-Konzentrationsbereich mit (meist) li-
nearer Kalibrierkurve  
(2) EW - Erwartungswert aus ∆RH nach Gleichung 8 
(3) Streuung angegeben als Standardabweichung σ (bzw. mittlere absolute 







3.3.  IC-Durchflusskalorimeter  -   
Charakterisierung der kalorimetrischen Anordnung 
 
Mit dem IC-Durchflusskalorimeter können thermische Effekte verfolgt werden, die bei der  
Mischung von Lösungen durch Mischungs- und Reaktionsvorgänge verursacht werden.  
Ausgehend von einem von LERCHNER und DELAN realisierten Testaufbau des IC-Durch-
flusskalorimeters [35, 36] sollte das kalorimetrische System hinsichtlich seiner Leistungsfä-
higkeit (Empfindlichkeit, Signal-Rausch-Verhältnis, Umsatzgrad) charakterisiert und nach 
Möglichkeit optimiert werden. 
 
 
3.3.1  Fließinjektionsanalyse mit kalorimetrischer Detektion 
 
Aus analytischer Sicht können Durchflusskalorimeter als Detektoren bei der Fließanalyse 
(FA) und der Fließinjektionsanalyse (FIA) eingesetzt werden. Bei der FA strömt das zu 
untersuchende Medium kontinuierlich durch eine Messzelle, während bei der FIA - einer 
eiterentwicklung der FA - ein definiertes Probevolumen in einen kontinuierlichen lami-
en 
 
ie z. B. Verdünnung, pH-Konditionierung, Dialyse, Ionenaustauschersäulen, Festbettre-
ktoren usw., in die Fließstrecke erlauben.  
ht die Probe in einen 
rägerstrom injiziert wird, sondern die Reagenzlösung in einen aus der Probe bestehenden 
W
naren und unsegmentierten Fluidstrom (Träger-, Carrierstrom) injiziert wird [53, 55]. Auf 
dem Weg vom Injektor zum Detektor vermischt sich die Probe an den Grenzen des Probe-
volumens durch Konvektion und Diffusion mit dem Trägermedium, das auch weitere Rea-
genzien enthalten kann, so dass das Reaktionsprodukt in der Messzelle detektiert werd
kann. Wird das Injektionsvolumen sehr groß gewählt, geht die FIA in eine Fließanalyse 
über [56].  
Je nach Anwendungszweck und Detektionsprinzip wurden unterschiedlichste FIA-Techni-
ken entwickelt. Neben einfachen Einkanalsystemen werden auch Zwei- und Mehrkanalsys-
teme eingesetzt, die die Integration vielfältiger zusätzlicher Probenbehandlungsschritte,
w
a




Für die kalorimetrische Detektion der durch eine chemische Reaktion erzeugten Wärme-
leistung ist es notwendig, dass diese nicht wie bei den üblichen FIA-Verfahren in der 
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Fließstrecke vor dem Detektor, sondern innerhalb der Messzelle abläuft. Dies kann da-
durch realisiert werden, dass zwei verschiedene Lösungen (Analyt- und Reagenzlösung) 
getrennt in die Zelle einströmen und dort gemischt werden oder durch Kontakt der Analyt-
lösung mit in der Zelle fest vorliegenden (immobilisierten) Katalysatoren. 
Beide Varianten sind zur Untersuchung enzymatisch katalysierter Reaktionen einsetzbar. 
er Immobilisate und damit durch einen vergleichsweise geringen Verbrauch 
er oftmals teuren Enzyme aus. Allerdings sind Verfahren mit immobilisierten Enzymen 
relativ unflexibel, wenn eine große Vielfalt an Analyten untersucht werden soll. Der Ein-
satz gelöster Enzyme gestattet schnelle Wechsel zwischen verschiedenen Erkennungsreak-
tionen, ist aber in der Regel mit einem deutlich höheren Enzymverbrauch verbunden. Mit 
dem anschließend vorgestellten FIA-Verfahren ist in Verbindung mit spezifischen Erken-
nungsreaktionen die quantitative Analyse mehrerer Komponenten in einer komplex zu-
sammengesetzten Lösung in einer ununterbrochenen Messung möglich. Gleichzeitig wer-
den bei Verwendung gelöster Enzyme die mit der Immobilisierung und der Alterung der 
Immobilisate oft verbundenen Aktivitätsverluste vermieden. 
zeichnen sich Durchflussverfahren mit ka-
m IC-Durchflusskalorimeter der 
gan-
eter deutlich reduziert, da kein direkter 
Einfluss des Bearbeiters auf die korrekte Platzierung der Probe auf der sensitiven Fläche 
des Thermosäulenchips oder die Genauigkeit der Dosierung der Komponenten besteht. 
 
 
3.3.2  Aufbau und Arbeitsweise des IC-Durchflusskalorimeters 




Gegenüber diskontinuierlichen Batch-Verfahren 
lorimetrischer Detektion allgemein durch wesentlich geringere Analysenzeiten aus, da der 
Zeitaufwand für Ein- und Ausbau und Temperierung stark reduziert wird. Außerdem treten 
keine Probleme durch Verdampfung von Lösungsmitteln oder flüchtigen Analyten auf.  
Bedingt durch den hohen Automatisierungsgrad, wird bei
Einfluss des Bearbeiters auf die Streuung der Messwerte gegenüber dem im vorange
genen Abschnitt beschriebenen IC-Batch-Kalorim
 
 
Für d enden vorgestellten Arb  eine Variante der Um k-
tionsanalyse genutzt, bei der sowohl Substrate als auch Enzyme in Lösung in der Messzelle 
es Kalorimeters miteinander gemischt werden. Dazu ist eine Durchflusszelle mit zwei 
ngs-
ie im Folg eiten wurde kehr-Fließinje
d
Eingangskanälen und einem Ausgangskanal notwendig. Durch einen der beiden Einga
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kanäle wird kontinuierlich die Analytlösung gepumpt. Der zweite Eingangskanal führt 
ner Analytlösung bestimmt werden. Art und Anzahl der Analyten 
 
Abb. 26 Prinzip der sequentiellen Umkehr-FIA mit gelösten Komponenten und kalori-
metrischer Detektion (P - Pumpe) 
 
Der Aufbau der gesamten kalorimetrischen Anordnung kann nach dem in Abbildung 27 
dargestellten Schema in verschiedene Komponenten unterteilt werden. Die wichtigsten 
Bauteile/-gruppe  des bereits ausführlich vorgestellten Thermosäulenchips 
LCM-2524, werden im Folgenden detailliert be
alisiert [57, 58]. 
ebenfalls Analytlösung, jedoch unterbrochen von Impulsen verschiedener Erkennungsrea-
genzien. Dadurch können nacheinander - also „sequentiell“ - beliebig viele Analyten in be-
liebiger Reihenfolge in ei
werden nur durch die Verfügbarkeit geeigneter Erkennungsreaktionen begrenzt.  
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n, mit Ausnahme
schrieben. 



























Die Konstruktion des IC-Durchflusskalorimeters - insbesondere des aus Ober- und Unter-
il bestehenden Kalorimeterblocks - ähnelt stark der des IC-Batch-Kalorimeters (vgl. Ab-
.3. und 3.1.1).  
 Unterteil des IC-Durchflusskalorimeters mit Zelle PMMA2 




Das Kalorimeterunterteil mit der Chiphalterung wurde unverändert übernommen.  
Im Inneren des Oberteils wurde die Aussparung vergrößert, um Raum für die Reaktions-
zelle und die nötigen Fluidverbindungen (s. Abb. 28) zu schaffen. Anstelle der zentralen 
Bohrung für die Hamiltonspritze sind seitliche Öffnungen für die Zu- und Ableitungen ein-
gearbeitet.  
Um die Temperierung des einströmenden Fluids zu gewährleisten, sind Kapillaren aus 
Edelstahl direkt auf dem Aluminiumblock und dem Keramikträger des LCM-2524 aufge-











Durch eine auf die Siliziumm mbran de CM-2524 aufgeklebte Kunststoffscheibe 
(PMMA) mit einer zylindrischen, nicht durchgehenden Bohrung wird die Reaktionszelle 
(di = 4 mm, v ≈ 20 µl) gebildet. Die Flüssigkeit in der Zelle steht wie beim IC-Batch-
Kalorimeter in direktem Kontakt mit de sitiven Fläche der Membran. Die Zuführung 
tan m 
ie Mischung der Reaktandenströme erfolgt in der Reaktionszelle und/oder in einem un-
mittelbar am Zelleneingang platzierten Mischer. Da konstruktionsbedingt Reaktionszelle 
e s L
r sen
der Reak denströme in die Zelle und die Abführung aus der Zelle erfolgen über i




und Mischer eine feste Einheit bilden, werden sie im Folgenden gemeinsam behandelt und 
nur als „Durchflusszelle“ bezeichnet. 
 
Pumpen 
Da zunächst die Optimierung des Durchflusskalorimeters im Vordergrund der Arbeiten 
 dazu notwendige, zuverlässige exakte Dosierung der Fluid-
röme wurde durch eine 4-Kanal-Spritzenpumpe (Gewindevortriebspumpe) „sp250i“ der 
a. WPI mit Kolbenspritzen gewährleistet.  
n erätelösung für praktische (Sensor-)Anwen-
ungen sind solche Pumpen aufgrund ihrer Größe, der diskontinuierlichen Arbeitsweise 
Ventile




Für ei e in Zukunft angestrebte kompakte G
d
und mangelnden Flexibilität bei wechselnden Reagenzlösungen zwar ungeeignet, doch 
arbeiten sie im Volumenstrombereich von wenigen µl/min sehr präzise und für erste Tests 
ist die Auswahl aus nur zwei verschiedenen Reagenzlösungen durchaus ausreichend. Ein 
Nachteil dieser Strömungsführung ist der hohe Enzymverbrauch durch den ständigen Vor-
schub aller vier Kolbenspritzen.  
 
 
Zur Schaltung der Fluidströme werden 3-Wege-Magnetventile (Typ „LFYA“, Fa. The LEE 
Company) eingesetzt. Mit Ausnahme de nstanten Analyt mes ist jeder von der 
Pumpe ausgehende Kanal mit einem Ventil versehen. Während der Messung ist jeweils 
immer nur einer dieser Kanäle mit der Durchflusszelle verbunden.  




s einen ko stro
 
Abb. 29 Probenzuführung für IC-Durchflusskalorimeter mit 4-Kanal-Spritzenpumpe 













Fluidleitungen, die die einzelnen Bauteile miteinander verbinden, bestehen aus Tygon®-
der durch aktiv ge-
r durch T-Stücke aus PMMA (6 x 5 x 3 mm; s. a.  
illaren realisiert.  
indungen 
Schlauch (di = 0,5 mm). Kreuzungen in den Zuleitungen werden entwe
schaltete 3-Wege-Ventile (s. o.) ode
Abb. 28 Mitte) mit eingearbeiteten Edelstahlkap
Störungen durch ein eventuelles Mitreißen von Lösungsanteilen an diesen Verb
wurden nicht beobachtet.  
 
 
3.3.3 Messkurven und Signalauswertung 
 
Wie bereits erwähnt, wird die Basislinie im Allgemeinen erzeugt, indem durch beide Ein-
gangskanäle die Analytlösung zugeführt wird und der Reaktionseffekt wird durch Um-
 
Abb. 30 Messkurve des IC-Durchflusskalorimeters 
 
Basislinie, Signalrauschen
schalten eines Kanals auf die Reagenzlösung ausgelöst. Nach erneutem Umschalten folgt 
eine zweite Basislinien-Periode und danach gegebenfalls weitere Reagenzlösungsimpulse.  
Abbildung 30 zeigt einen Ausschnitt aus einer typischen Messkurve.  
 







































timmt die r der Thermo-
äule, zum anderen die Temperatur des einströmenden Fluids.  
 
Der Verlauf der Basislinie wird stark von der Raumtemperatur beeinflusst. Zum einen be-




Für die stochastischen Signalschwankungen („Signalrauschen“) sind im Wesentlichen fol-
er TRIS-Protonierung die Abhängigkeit des Signalrau-
ärmeleistung ansteigt. Bei der 
öchsten untersuchten Strömungsgeschwindigkeit ( = 80 µl/min) nimmt das Rauschen 
uschen für 
erschiedene Reaktionen im Mittel etwa 1...5 µV [58]. Durch die Minimierung elektrostati-
her Störeinflüsse durch eine elektrische Masseverbindung an der Eingangskapillare kann 
e Basislinie ohne Reaktion 
ird dann ein Signalrauschen von durchschnittlich ca. 0,2...0,4 µV ermittelt und für das 
0,6...1,0 µV. 
gende Störquellen verantwortlich:  
 - Eigenrauschen der Signalerfassung (Verstärker, AD-Wandler) 
 - elektrostatische Störeffekte 
 - Pulsation des Fluidstroms 
 - eventuell thermische Turbulenzen infolge der Reaktionswärmeleistung. 
Abbildung 31 zeigt am Beispiel d
schens (berechnet als Standardabweichung des Messsignals über einen Zeitraum von we-
nigen Minuten) von der Strömungsgeschwindigkeit v& . Im Bereich bis etwa 50 µl/min wird 
ein nahezu konstanter, niedriger Rauschpegel beobachtet. Im Falle einer Reaktion wird ein 
höheres Rauschen beobachtet, welches mit der Reaktionsw
h v&
deutlich zu. 
Im Bereich von Strömungsgeschwindigkeiten bis ca. 50 µl/min beträgt das Ra
v
sc
das Rauschen um den Faktor 5...10 verringert werden. Für di
w
stationäre Signal bei einer Reaktion ca. 
 
 
Abb. 31 Signalrauschen in Abhängigkeit von der Strömungsgeschwindigkeit für die 
Reaktion von TRIS mit HCl [nach 45]
 (Durchflusszelle PMMA1; cTRIS = 0,10 mol/l, cHCl = 0,02 mol/l) 
 
v in µl/min























Als konzentrations- bzw. umsatzabhängiges Signal wird die mittlere Plateauhöhe ∆U  zwi-
schen den stationären Spannungssignalen ausgewertet. Dazu wird der Verlauf der Basisli-
nie in der Vor- und Nachperiode (linear) extrapoliert, das P
st
lateau-Signal der Hauptperiode 
linear) interpoliert (vgl. Abb. 30). Bei Messkurven mit ungleichmäßigem Gang der Basis-
linie erfolgt die Ermittlung v Signalanstieg und -abfall und 
anschließende Mittelwertbildung. 
Die in den Abbildungen der folgenden Abschn  rch F
ung der Messwerte gibt jeweils die mittlere absolute Abweichung der (meist drei) aufein-
anderfolgenden Reaktionsimpulse einer ununterbrochenen Messung an. Wurde die Mes-
sung wiederholt, werden mehrere Datenpunkte abgebildet. 
 
Soweit nicht ausdrücklich anderes vermerkt ist, bezieht sich die Angabe der Strömungsge-




on ∆Ust zunächst getrennt für 
itte du ehlerbalken angegebene Streu-
v&
 
3 imierung von Strömungsführung und Mischung 
 
Dispersion im geschalteten Fluidkanal 
Im ursprünglichen Messaufbau war - abweichend von dem 
Schaltbild - vorgesehen, den Wechsel zwischen Substrat- und Enzymlösung durch die 
Schaltung von drei 3-Wege-Ventilen entsprechend Abbildung 32a zu realisieren. Durch die 
konstruktiv bedingt relativ lange Verbindungsstrecke zwischen dem Ventil V3 und dem 
Zelleneingang (in Abb. 32a blau gekennzeichnet) ergibt sich erwartungsgemäß eine deutli-
che Verschmierung der Konzentrationsfronten zwischen aufeinanderfolgenden Analyt- und 
enten (Dispersion). Die Messkurven in Abbildung 33 zeigen, dass die 
che Wirkung führen schon 
bstratkon-
mischungszonen und damit zu einem deutlich verzögerten Anstieg 
in Abbildung 29 dargestellten 
Reagenzlösungssegm
daraus resultierende Verzögerung im Anstieg und Abfall des Messsignals beim Einsatz 
isvon Enzymen besonders stark hervortritt. Durch die katalyt
geringe Mengen „verschleppten“ Enzyms zur deutlichen Verringerung der Su
zentration in den Ver
des Signals zu Beginn des Enzymimpulses (Abb. 33a). Durch den über das Ende des ei-
gentlichen Enzymimpulses hinausgehenden geringen Enzymeintrag wird ein langsameres 
Abklingen des Reaktionseffektes verursacht (Abb. 33b).  
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Die Verkürzung der Verbindungsstrecke von ursprünglich ca. 80 µl auf 20 µl erbringt Ver-
besserungen hauptsächlich im Signalanstieg. Durch den Ersatz des Ventils V3 durch ein 
sehr nah am Zelleneingang platziertes T-Stück (Abb. 32b, blau), wird eine erhebliche Ver-
. Diese Effekte können durch zwischengeschaltete Spül-
besserung der gesamten Signalform erzielt (vgl. Abb. 33).  
 
 
Abb. 32 Probenzuführung für IC-Durchflusskalorimeter  
 (V - Ventil; A - Analytlösung, R/R1/R2 - Reagenzlösungen, S - Spüllösung) 
 
 
Abb. 33 Messkurven: Signalanstieg (a) und -abfall (b) bei verschiedenen Reaktionen 
und verschiedenen Varianten der Probenzuführung 
 GOD: Glucose + GOD/CAT; TRIS: TRIS + HCl 
 ( v& = 15 µl/min; Kurven auf gleiche maximale Signalhöhe normiert) 
 
Zusätzlich zur Dispersion im Flusskanal wird bei einigen Enzymen (z. B. Penicillinase) 
eine spontane Immobilisierung an Kunststoffoberflächen beobachtet. Durch den ständigen 
Substratstrom kommt es in diesen Fällen auch nach dem Ende des Enzymimpulses zu einer 
anhaltenden Wärmeleistungsentwicklung in der Reaktionszelle; das Messsignal kehrt nicht 
auf den Wert der Basislinie zurück
































(a) (b)          GOD, lange Verbindung (Abb. 32a)         GOD, kurze Verbindung (Abb. 32a)
         GOD, T-Stück (
         TRIS, lange Ve

















































schritte mit oberflächenaktiven Substanzen beseitigt werden. Dazu musste der Messaufbau 
um einen Kanal mit zugehörigem Ventil und Verbindungsstück erweitert werden 
(Abb. 32c). 
(Die Abbildung 32d wird in einem späteren Zusammenhang diskutiert.) 
 
 
Mischung der Reaktandenströme 
Zur Beurteilung der Mischungseffizienz in der Durchflusszelle wird das Verhältnis der 
gemessenen Spannungssignale ∆U  zu der für vollständigen Stost ffumsatz berechneten, ma-
imal möglichen Wärmeleistung  (Gl. 4) herangezogen. Zusätzlich wird die Abhän-maxq&x
gigkeit der Empfindlichkeit E des Kalorimeters von der Strömungsgeschwindigkeit be-






&&=  (18) 
  
Die Größe D beschreibt den (kalorimetrisch wirksamen) Umsatzgrad in der Durchflusszel-
le, der von der Durchmischung der Reaktandenströme und der Reaktionsgeschwindigkeit 
bestimmt wird. Für den Fall einer sehr schnellen Reaktion, bei der die Geschwindigkeit der 
Durchmischung die Umsatzgeschwindigkeit bestimmt, entspricht D dem von DELAN d 
LERCHNER diskutierten Mischungsgrad D
U∆
 un
nntnis der Empfindlichkeit. Wie bereits im Abschnitt 2.4.2 beschrieben wurde, 
mal bei nicht idealen 
ischungsverhältnissen - ist die Angabe der Empfindlichkeit nur näherungsweise möglich, 
da die räumliche Verteilung der Wärmeleistungsentwicklung nicht bekannt ist. Eventuell 
müsste in Abhängigkeit von der Geschwindigkeit der jeweils betrachteten Reaktion mit 
Em rbeitet werden, die m izern in verschiedenen Höhen in der Zelle 
best aktion Æ  Boden Æ E in 
mitt   
Die Berechnung von D nach Gleichung Verwendung der mit dem
renze des bzw. bei Verwendung von Em, der mit 
einem Platinwiderstandsheizer im Zentrum der Reaktionszelle bestimmten „mittleren Emp-
findlichkeit“, der oberen Grenze.  
mix (vgl. Abschnitt 2.4.3, Gl. 5).  
Voraussetzung für die Berechnung des Umsatz- und des Mischungsgrades ist allerdings die 
exakte Ke
nimmt die Empfindlichkeit mit der Entfernung der Wärmequelle von der Si-Membran 
deutlich ab. Für chemische Reaktionen in der Durchflusszelle - zu
M
pfindlichkeiten gea it He
immt werden (schnelle Re  E in nähe; langsamere Reaktion 
lerer Höhe).
18 unter  integrierten 
Chipheizer bestimmten Empfindlichkeit Eel kann bestenfalls eine Abschätzung der unteren 
 tatsächlichen Umsatzgrades darstellen; G
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Zur Berechnung der im Folgenden diskutierten Werte für den Umsatzgrad D wurde die 
Empfindlichkeit Em verwendet, wobei aufgrund des beschriebenen Näherungscharakters 
dieser Annahme teilweise Werte von D > 100 % auftreten. Zum angestrebten Vergleich der 
verschiedenen Durchflusszellen ist die Näherung aber durchaus ausreichend. 
 
 
Aus den Ergebnissen von DELAN und LERCHNER [45] für die TRIS-Protonierung lassen sich 
so für die bevorzugt genutzte Strömungsgeschwindigkeit von 15 µl/min Werte für den Mi-
schungsgrad von ca. 70...100 % ableiten (Zelle PMMA1, s. u.).  
 
Die von DELAN [58] mit der gleichen Durchflusszelle für die enzymatisch katalysierte Glu-
coseoxidation gemessenen Signale entsprechen dagegen nur etwa 8 % des bei vollständi-
gem Umsatz zu erwartenden Wertes.  
Um zu prüfen, ob dieser geringe Umsatzgrad allein auf den Einfluss der Reaktionsge-
chwindigkeit zurückzuführen ist, wurden vergleichbare Experimente mit Hilfe eines kon-
ventionellen Kalorimeters vom Typ Micro-DSC II (Fa. SETARAM) durchgeführt (vgl. 
Abschnitt 3.4.1). In der dabei verwendeten Zirkulations-Mischzelle gewährleisten spezielle 
Einbauten eine gute Durchmischung der beiden Reaktandenströme. Die erhaltenen Wärme-
leistungssignale für die Glucoseoxidation betragen 30 % des Erwartungswertes . 
Gleichzeitig ist der Konzentrationsbereich, in dem das kalorimetrische Signal linear mit 
der Substratkonzentration ansteigt, um ein Vielfaches kleiner als beim IC-Kalorimeter 
(Tab. 9).  
Das bedeutet, trotz geringfügig höherer Verweilzeit wird im IC-Kalorimeter für die gleiche 








30 % bis 1,5 mmol/l 32 s 
IC-Durchflusskalorimeter 
LCM-2524/PMMA1 8 % bis 10 mmol/l 40 s 
Verhältnis  
Micro-DSC : IC-Kalorimeter 4 : 1 1 : 7 1,0 : 1,3 
 
ab. 9 Vergleich der Ergebnisse von Micro-DSC II und IC-Durchflusskalorimeter für T




Das könnte darauf zurückzuführen sein, dass bei der untersuchten enzymatischen Reaktion 
in der Durchflusszelle des IC-Kalorimeters nicht der für die TRIS-Protonierung beobachte-
te gute Mischungsgrad erreicht wird. Die Durchmischung der Reaktionskomponenten in 
menelements durch die Zelle bezogen - „späteren“ Durchmischung der Kompo-
der Zelle erfolgt hauptsächlich durch Diffusion zwischen laminaren Fluidströmen (vgl. 
Abschnitt 2.4.3). Die Diffusionsgeschwindigkeiten sind für größere organische Moleküle 
(Proteine) und geringe Konzentrationen (besonders der Enzyme) deutlich geringer zu er-
warten als bei der Protonierungsreaktion, was zu einer schlechteren bzw. - auf den Weg 
eines Volu
nenten in der Zelle und damit zu einem geringeren Umsatz in der empfindlichsten Zone 
nahe der Si-Membran führt. 
Deshalb wurde versucht, die Mischungseffizienz in der Reaktionszelle dahingehend zu 
verbessern, dass die vollständige Durchmischung möglichst früh, d. h. nah am Zellenein-












Bei der Durchflusszelle PMMA1 vereinigen sich die Eingangskanäle unmittelbar am Zel-
leneingang in einer Y-Form und das Fluid strömt horizontal am Zellenboden in die Zelle 
dströme ge-
im Umschalten der Ventile besser abzufangen, wird der geschaltete Flu-
strom durch die äußere Kapillare geführt und der konstante Fluidstrom durch die innere 
A
ein.  
Dagegen werden die Eingangskanäle bei der Zelle PMMA2 in einem vorgeschalteten T-
Stück zusammengeführt (in Abb. 32d rot gekennzeichnet), so dass die Flui
meinsam eine „Vormischstrecke“ von ca. 7 mm Länge (di = 0,5 mm) passieren und dann 
senkrecht unmittelbar über dem Zellenboden in den Reaktionsraum einströmen (vgl. auch 
Abb. 5a).  
In Anlehnung an den von SCAMPAVIA et al. [59] beschriebenen „Coaxial-Jet-Mixer“ wird 
bei der Durchflusszelle PMMA3 einer der Eingangsströme durch eine coaxial im Kanal der 
Vormischstrecke angeordnete Kapillare eingespeist (s. Skizze in Abb. 34). Um eventuelle 
Druckeffekte be
id
Kapillare, da die durchströmte Fläche der äußeren Kapillare etwa 8-fach größer als die der 
inneren ist. Die Länge der Mischstrecke kann im Bereich von etwa 0,5...6 mm variiert 
werden. (Die geometrischen Daten der Coaxial-Jet-Mixer-Anordnung sind im Vergleich zu 
der von SCAMP VIA vorgestellten Anordnung im Anhang A2 zusammengestellt.) 
 
 
Charakterisierung der verschiedenen Durchflusszellen  
Mit Hilfe verschiedener chemischer Reaktionen wurde versucht, die Durchflusszellen hin-
sichtlich der Mischung der Fluidströme zu charakterisieren. 
 
Die Durchmischung der Fluidströme konnte zum einen mit Hilfe einer einfachen anorgani-
hen Farbreaktion [60] optisch verfolgt werden. 
3+ - O)3]  +  3 H2O (19) 
 schwachgelblich         farblos   intensiv blutrot 
flusszelle statt auf der Si-Membran auf einem Objektträger befes-
lüsse im 
len Mischungsverhältnisse sollten aber aufgrund der geringen Zellhöhe gleich bleiben. 
sc
 




Dafür wurde die Durch
tigt. Mit Hilfe eines Stereomikroskops („Stemi 2000“, Fa. Zeiss) wurde dann die Färbung 
der Lösung in der Reaktionszelle beobachtet. Da die Zu- und Ableitungsansch
oberen Teil der Zelle die Betrachtung von oben stark behindern, musste die Zelle um 180° 
gedreht werden. (Die Blickrichtung für die Fotos in Abbildung 35 verläuft also praktisch 
von unten durch den Boden der Zelle nach oben zur Decke.) Dadurch treten eventuell et-
was andere Strömungsverhältnisse auf als bei der normalen Betriebsweise. Die prinzipiel-
 65
Experimenteller Teil 
Zum anderen wurde die Auswirkung des unterschiedlichen Mischungsverhaltens auf die 
messbaren Spannungssignale untersucht.  
Dazu wurde unter anderem die Protonierungsreaktion von TRIS mit HCl genutzt, bei der 
man davon ausgehen kann, dass sie so sc
Durchmischung die Umsatzgeschwindigkeit bestimmt (vgl. Abschnitt 2.4.3).  
Als enzymatische Testreaktion kam die Ox it 
der Zersetzung des entstehenden H2O2 durch Katalase zum Einsatz (in Acetatpuffer 
pH 4,6; Enzymkonzentrationen vgl. Abschnitt 3.4.2).   
Während der Basislinienperiode wurde auf beiden Kanälen TRIS- bzw. Glucoselösung 
zugeführt, die Reaktion durch Umschalten eines Kanals auf HCl- bzw. Enzymlösung aus-
gelöst. Die Periodendauer betrug sowohl für die Basislinie als auch den Reaktionseffekt 
jeweils 1200 s. 
 
Während die Messungen mit den Durchflusszellen PMMA1 und PMMA2 ausschließlich 
mit gleicher Strömungsgeschwindigkeit  für beide Eingangskanäle ausgeführt wurden, 
sollte sich die Wirksamkeit des Jet-Mixers (PMMA3) besonders bei unterschiedlichen Vo-
lumenström  bzw. bei unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten  des inneren und 
äußeren Fluidstroms [59] zeigen.  
 
Im Folgenden werden die drei Durchflusszellen hinsichtlich des Mischungsverhaltens bei 
zunächst gleicher Strömungsgeschwindigkeit für beide Eingangskanäle verglichen. Der 
Einfluss unterschiedlicher Strömungsgeschwindigkeiten bei der Durchflusszelle PMMA3 
wird im Anschluss daran diskutiert. 
 
 
Gleiche Strömungsgeschwindigkeit für beide Eingangskanäle
hnell abläuft, dass allein die Geschwindigkeit der 





(a) Durchmischung der Reaktandenströme 
 
Die Fotos in Abbildung 35 geben die sich einstellende Farbverteilung (stationärer Zustand) 
bei der Fe-SCN-Reaktion in den Durchflusszellen PMMA1 und PMMA2 wieder.  
Mit steigender Strömungsgeschwindigkeit ist eine deutliche Farbaufhellung,  ge-
die bei Zelle PMMA1 weitaus stärker ausge-
leninhalts s
d. h. eine
ringere Produktkonzentration, zu erkennen, 
prägt ist. Außerdem ist in dieser Zelle die Färbung und damit die Durchmischung des Zel-
chon bei geringen Strömungsgeschwindigkeiten sehr inhomogen. Vergleichbare 
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Aufnahmen der Zelle PMMA2 zeigen eine merklich höhere und gleichmäßigere Farbdich-
te, was auf eine wesentlich bessere Durchmischung der Reaktandenströme schließen lässt. 
 
 in den Durchflusszellen PMMA1 (links) 
und PMMA2 (rechts) in Abhängigkeit von der Strömungsgeschwindigkeit; 




2 µl/min 0 µl/min
10 µl/min 10 µl/min
20 µl/min
30 µl/min 30 µl/min




(b) Abhängigkeit der Signalhöhe von der Strömungsgeschwindigkeit bei konstanten
Ausgangskonzentrationen         ( fUst
 
& )v(=∆   mit   c = konst.) 
ammengefasst. 
ür die Zelle PMMA1 erhält man im untersuchten Strömungsgeschwindigkeitsbereich 
bis 30 µl/min nahezu konstante Werte für den Umsatzgrad D (Gl. 18).  
Mit der Zelle PMMA2 wird im unteren Strömungsgeschwindigkeitsbereich eine Verringe-
rung der Signale im Vergleich zu PMMA1 beobachtet. Dies kann auf die Ableitung eines 
Teils der bereits in der Vormischstrecke freigesetzten Reaktionswärme über die Kapillare 
der Vormischstrecke zurückgeführt werden. Mit steigender Strömungsgeschwindigkeit und 
damit kürzerer Verweilzeit in der Vormischstrecke wird dieser Effekt geringer und die 
verbesserte Durchmischung führt zu höheren Signalen.  
Bei der Zelle PMMA3 wurde die Länge der Mischstrecke so gewählt, dass die Reaktan-
e 
einander in on Reaktionswärme durch „vorzeitige“ 
klung verhindert. Die beobachteten höheren Werte für D im 
satzgrades (b) von der 
Strömungsgeschwindigkeit für die Reaktion von TRIS + HCl unter Verwen-
dung verschiedener PMMA-Durchflusszellen 




Am Beispiel der TRIS-Protonierung wurde die Abhängigkeit der Signalhöhe von der 
Strömungsgeschwindigkeit bei konstanten Ausgangskonzentrationen untersucht. Die Re-
sultate für die verschiedenen Durchflusszellen sind in Abbildung 36a zus
F
denström erst in dem von der Reaktionszelle umschlossenen Bereich der Kapillare mit-
 Kontakt kommen. So wird der Verlust v
Reaktion und Wärmeentwic
Vergleich zur Zelle PMMA1 lassen auf einen höheren Reaktionsumsatz aufgrund besserer 
Durchmischung schließen.  
 
 
Abb. 36 Abhängigkeit des Kalorimetersignals (a) und des Um
 
v in µl/min












PMMA3, h = 2 mm
v in µl/min














PMMA3, h = 2 mm
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(c) Abhängigkeit der Signalhöhe von der vorgelegten Substratkonzentration bei kon-
stanter Strömungsgeschwindigkeit         ( )c(fU Sst =∆   mit   v&  = konst.) 
 
Für die Glucoseoxidation wurde mit allen drei Durchflusszellen die Signalhöhe in Abhän-
nsbereich bis ca. 4...5 mmol/l eine 
eich zu Zelle P
der Kalibrierkurve im linearen Bereich erhöht sich von 6 µV/mM auf ca. 12 µV/mM, wo-
d. Offenbar wird der über die Reaktionswärme detektierte Substratumsatz durch 
von den Ergebnissen für die Zelle PMMA2 mit der 7 mm langen 
Vormischstrecke. Eine Verkürzung der Mischstrecke h führt zur Verringerung der Signal-
höhen (Abb. 37b), wobei die Werte für die sehr kurze Mischstrecke von h < 1 mm etwa 
denen entsprechen, die mit der Zelle PMMA1 gemessen wurden.  
 
 
gigkeit von der vorgelegten Substratkonzentration bei einer konstanten Strömungsge-
schwindigkeit aufgenommen, welche in Abbildung 37 dargestellt sind.  
 
 
Abb. 37 Kalibrierkurven für die Reaktion von Glucose + GOD/CAT unter Verwendung 
verschiedener PMMA-Durchflusszellen 
 ( v& = 15 µl/min) 
 
Bei Verwendung der Zelle PMMA2 ist im Konzentratio
deutliche Erhöhung der Signale im Vergl MMA1 festzustellen. Der Anstieg 
bei der durch die Sauerstofflimitierung bedingte lineare Bereich auf etwa die Hälfte verrin-
gert wir
die verbesserte Durchmischung deutlich gesteigert, der Umsatzgrad erhöht sich von etwa 
8 % auf ca. 17 % (im linearen Bereich). 
Die mit der Zelle PMMA3 bei einer Mischstrecke von 6 mm erhaltenen Signalhöhen un-
terscheiden sich nicht 
cGlucose in mmol/l












PMMA3, h = 6 mm
cGlucose in mmol/l










PMMA3, h < 1 mm
PMMA3, h = 3 mm




Unterschiedliche Strömungsgeschwindigkeit für beide Eingangskanäle (Coaxial-Jet-Mixer) 
 
Abhängigkeit der Signalhöhe vom Verhältnis der Strömungsgeschwindigkeiten bei 
konstantem Gesamtvolumenstrom         ( )v(fU ast &=∆   mit   .konstvv ia =+ && ) 
 
SCAMPAVIA et al. zeigten in ihren Arbeiten [59], dass die Durchmischung der beiden durch 
den Coaxial-Jet-Mixer einströmenden Fluidströme in einem geraden Strömungsrohr stark 
beschleunigt wird, wenn  gilt. In Abbildung 39a ist dies anhand der Weglänge lmix 
dargestellt, die der vereinigte Fluidstrom nach dem Mischer bis zum Erreichen der voll-
ständigen Durchmischung zurücklegt.  
Durchflusszelle PMMA3 war danach sowohl 
m grad
lösungen wurden dabei so angepasst,
ia vv && ≠
Für den ähnlich aufgebauten Mischer in der 
bei av& < als auch bei av& > iv&  eine deutliche Steigerung des Mischungs- und damit des iv&  
U es gegenüber ia vv && =  zu erwarten. satz
 
Bei der Glucoseoxidation werden aber durch die Variation der Strömungsgeschwindigkei-
ten bei konstantem Gesamtvolumenstrom keine Veränderungen der Signalhöhen erzielt, 
wie in Abbildung 38 zu sehen ist. Die Konzentrationen cS und cE der vorgelegten Substrat- 
und Enzym  dass die resultierenden Konzentratio-













&=  (20) 
Für beide untersuchten Substratkonzentrationen wird ein Umsatzgrad von etwa 24 % er-
mittelt. 
(Der Unterschied der Messwerte für == ia vv && 15  ist 
findlic ste 
 µl/min zu den in Abbildung 37 dargestellten Werten
wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass zwischen beiden Messreihen die Durchflusszelle neu aufgeklebt 
wurde, wobei geringe Veränderungen der Emp hkeit oder der Membranoberfläche durch Kleberre





Abb. 38 Abhängigkeit des Kalorimetersignals vom Verhältnis der Strömungsgeschwin-
digkeiten  für die Reaktion von Glucose + GOD/CAT  
 (Durchflusszelle PMMA3; h = 6 mm;  = 30 µl/min; cGOD’ = 0,45 g/l, 
indigkeit  (in µl/min) 
il-
ungen 39a, b sind die Ergebnisse der Glucoseoxidation denen von SCAMPAVIA gegen-
bergestellt. 
 
Abb. 39 Vergleich der Ergebnisse von SCAMPAVIA et al. [nach 59] und des Mischungsgra-
des im IC-Durchflusskalorimeter in Abhängigkeit vom Verhältnis der Strö-
mungsgeschwindigkeiten (a) und der Fließgeschwindigkeiten (b) in der äuße-
ren und inneren Kapillare  
 
gesamtv&
cCAT’ = 0,07 g/l) 
 
Obwohl die mit der Zelle PMMA3 realisierten Verhältnisse von äußerer und innerer Strö-
mung sowohl bezüglich der volumenbezogenen Strömungsgeschw  v&
als auch der weglängenbezogenen Fließgeschwindigkeit s&  (in mm/s) annähernd mit den 
von SCAMPAVIA untersuchten übereinstimmen, ist anhand der kalorimetrischen Signale für 















cGlucose' = 0,75 mmol/l
cGlucose' = 1,25 mmol/l
sa / si






















































Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Ersatz der waagerechten, Y-förmigen 
Strömungszuführung (Zelle PMMA1) durch die senkrechte, T-förmige Variante mit Vor-
mischstrecke (Zelle PMMA2) sinnvoll ist.  
Bei der untersuchten Protonierungsreaktion ergibt sich zwar eine Signalverringerung durch 
Wärmeverluste über die Vormischstrecke (bei = 15 µl/min ca. 5 %), doch für die enzy-
matische Testreaktion wird bei der bevorzugt genutzten Strömungsgeschwindigkeit von 
15 µl/min eine Zunahme des Anstiegs der Kalibrierkurve von 100 % beobachtet. 
 
Mit dem Coaxial-Jet-Mixer (Zelle PMMA3) werden bei gleicher Strömungsgeschwindig-
be
ca. 20...30 %
Bei der enzymatischen Testreaktion ist jedoch keine merkliche Signalsteigerung zu ver-
zeichnen. Auch die Variation des Verhältnisses der beiden Eingangs-Strömungsgeschwin-
digkeiten zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Signalhöhe.  
Dagegen ist im praktischen Einsatz eventuell mit Nachteilen durch eine verringerte me-
chanische Stabilität und eine größere Verstopfungsgefahr im Bereich des Mischers zu 
rechnen. Deshalb wurde auf den weiteren Einsatz der Zelle PMMA3 vorerst verzichtet.  
 
 
Abschließend soll der in Abbildung 40 dargestellte Vergleich von Messkurven für die en-
zymatische Testreaktion noch einmal die Verbesserung des gesamten Kurvenverlaufs hin-
sichtlich Signalhöhe, Signal-Rausch-Verhältnis und Flankenform veranschaulichen, die 
durch die bessere Durchmischung bei der Durchflusszelle PMMA2 gegenüber Zelle 




keit für ide Eingangskanäle bei schnellen Reaktionen, wie z. B. einer Protonierung, 






Abb. 40 Messkurven für die Reaktion von Glucose + GOD/CAT unter Verwendung der 
Durchflusszellen PMMA1 entsprechend dem Schaltbild in Abb. 32a und 
PMMA2 entsprechend dem Schaltbild in Abb. 32c 
= 15 µl/min; Kurve für PMMA2 auf y-Achse verschoben) 
t in s

























3.4.  IC-Durchflusskalorimeter  -   
 Überblick zu den untersuchten Stoffsystemen 
 
3.4.1  Voruntersuchungen mit einem konventionellen Durchflusskalorimeter 
 
Um die prinzipielle Eignung der vorgeschlagenen Methode der Fließinjektionsanalyse mit 
kalorimetrischer Detektion zur quantitativen Substratanalytik zu demonstrieren, wurden 
zunächst Untersuchungen mit Hilfe eines konventionellen Kalorimeters im Durchfluss-
odus durchgeführt. Gleichzeitig ermöglichten diese Voruntersuchungen ein Studium der 
ea
optimale Reaktionsbedingungen und erreichbare analytische Empfindlichkeiten. Diese 
enntnisse sind wichtig, um bei der Übertragung der Reaktionen auf die miniaturisierte 
M
ausgewählten, vorwiegend enzymatischen R ktionssysteme; vor allem im Hinblick auf 
K
kalorimetrische Anordnung die Untersuchungen optimieren zu können. 
 
Geräte und Arbeitsweise 
Für die Untersuchungen wurde ein Kalorimeter vom Typ Micro-DSC II der Fa. 
SETARAM (Frankreich) mit einer speziellen Zirkulations-Mischzelle (31/1530) einge-
tzt. Diese Zelle besitzt zwei Eingangskanäle und einen Ausgang, so dass Messungen 
en Prinzip der sequentiellen Umkehr-FIA durchgeführt werden 
Die Größe der Probenschleife von 1 ml 
se
nach dem oben beschrieben
können. In einer Wärmeaustauscherschleife wird die Temperatur der einströmenden Lö-
sungen vor dem Eintritt in die Zelle an die gewählte Temperatur angeglichen. Im Inneren 
der Mischzelle sorgt ein besonderer Einbau für eine gute Durchmischung der beiden Flu-
idströme; das verbleibende freie Volumen der Mischzelle beträgt ca. 180 µl [61]. 
 
Die Zuführung der Lösungen wurde durch zwei Peristaltikpumpen „Perimax 12“ (Fa. Spe-
tec) realisiert. Zum Umschalten des einen Eingangsstroms zwischen Substrat- und Enzym-
lösung wurde für Enzym-Dauereinträge ein 3-Wege-Ventil bzw. für Enzym-Impulse ein 
6-Wege-Ventil mit einer Probenschleife genutzt. 
wurde so gewählt, dass die Peakhöhe bei den Enzym-Impulsen der Plateauhöhe stq&∆  bei 
Dauereinträgen entspricht (vgl. Abb. 41b). Beide Größen werden als Differenz zwischen 






Abb. 41a Schematische Darstellung von Abb. 41b Kalibrierkurve für die Reaktion 
ständen durch Wägen der pro Zeiteinheit geförderten Flüssigkeitsmenge 
ontrolliert. 
Messkurven für (Enzym-)Dau-
ereintrag und -Impuls 
von Saccharose mit Invertase 
 
Alle im Folgenden diskutierten Messungen unter Verwendung der Micro-DSC II wurden 
bei einer Temperatur von 25°C (isotherm) und mit einer Strömungsgeschwindigkeit von 





Zunächst wurde jeweils nur ein einzelnes Substrat mit dem entsprechenden Enzym umge-
setzt. Für jedes der ausgewählten Systeme wurden möglichst optimale Reaktionsbedingun-
gen im Hinblick auf das einzusetzende Puffersystem und den pH-Wert, die Konzentration 
von Enzymen und eventuell notwendige Cofaktoren gesucht. „Optimale Bedingungen“ 
bedeutet dabei, einen Kompromiss zu finden, zwischen einer möglichst hohen Reaktions-
ärmeleistung und dem Ziel, mit möglichsw t einheitlichem Puffer und einer Strömungsge-
g, der dann je 
ach Reaktionssystem mehr oder weniger rasch abnimmt. Schließlich erreicht das Wärme-
leistungssignal einen bei weiterer Konzentrationserhöhung konstanten Maximalwert. Bei 
schwindigkeit zu arbeiten. Dadurch soll eine schnelle und einfache Arbeitsweise ohne Puf-
ferwechsel ermöglicht werden, auch wenn dabei bei einigen Reaktionen nicht die 
maximale Wärmeleistung realisiert werden kann. 
Anschließend wurden für alle Reaktionssysteme Kalibrierkurven, d. h. die messbare Wär-
meleistung in Abhängigkeit von der Substratkonzentration, erstellt (Abb. 41, 42, 45). Der 
typische Verlauf einer solchen Kalibrierkurve für ein Durchflusskalorimeter beinhaltet im 
unteren Konzentrationsbereich einen Bereich mit (nahezu) konstantem Anstie
n
cSaccharose in mmol/l
































enzymatischen Reaktionen, die nach einer einfachen Michaelis-Menten-Kinetik (s. Gl. 12) 
verlaufen, ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit und damit das maximal mögliche 
Wärmeleistungssignal bei einer Substratkonzentration von cS = 4 KM zu erwarten. (Dabei 
ist zu beachten, dass die mit der Konzentration cS einströmende Substratlösung durch die 
Enzymlösung 1:1 verdünnt wird, so dass im Reaktionsgemisch die Startkonzentration 
cS0 = ½ cS vorliegt.) Tritt bei hohen Konzentrationen eine Substrathemmung des Enzyms 
auf, kann es auch zu einem Abfallen der Kalibrierkurve kommen.  
Der Anstieg der Kalibrierkurven im linearen Bereich entspricht den in Tabelle 10 am Ende 
dieses Abschnittes angegebenen analytischen Empfindlichkeiten.  
 
e 1 ndeten Puf-
r, die Enzymkonzentrationen und Arbeitsbereiche aufgelistet. 
In Tabell 0 sind außerdem für alle untersuchten Reaktionssysteme die verwe
fe
Detaillierte Angaben zu den Reaktionssystemen (Reaktionsgleichungen, ∆RH, KM) sind in 
den „Datenblättern zum IC-Batch-Kalorimeter“ als Anlage zu dieser Arbeit zu finden, da 
es sich vorwiegend um Systeme handelt, die auch mit dem IC-Batch-Kalorimeter unter-
sucht wurden.  
 
Puffersystem  -  Trägerstrom 
Viele enzymatische Reaktionen sind bezüglich des pH-Wertes auf einen relativ engen Be-
ie Puffersubstanz Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) wirkt auf das Enzym 
ntersuchten 0,1-molaren Puffer nur wenig. Die 
eaktionsbedingungen können bei Multisubstrat-Analysen also weitgehend den Erforder-
eaktionen angepasst werden. Nur im 1 M TRIS-Puffer (pH 8,0) ist 
reich festgelegt. Zum einen wird dies durch den optimalen pH-Bereich für das Enzym be-
dingt, zum anderen aber auch durch die Instabilität von Substraten und Cofaktoren oder 
auch durch den nötigen Umsatzgrad bei pH-abhängigen Gleichgewichtsreaktionen. Zum 
Beispiel sind Penicilline außerordentlich empfindlich gegen Basen und teilweise säurela-
bil. D
α-Glucosidase (EC 3.2.1.20) als Inhibitor.  
Dagegen sind einige Reaktionen, wie z. B. die mit der H2O2-Zersetzung durch Katalase 
(EC 1.11.1.6) gekoppelte Oxidation von Glucose durch GOD (EC 1.1.3.4), sehr flexibel 
was pH-Wert und Puffersystem betrifft (Abb. 42). Analytische Empfindlichkeit und Ar-
beitsbereich unterscheiden sich für die u
R
nissen der anderen R





Abb. 42 Kalibrierkurven: Glucose mit GOD/CAT in verschiedenen Puffern 
 
Bei realen Proben, die aufgrund ihrer Zusammensetzung bereits einen für die enzymatische 
Erkennungsreaktion akzeptablen pH-Wert und eine ausreichende Pufferkapazität besitzen, 
kann es besonders bei geringen Analytkonzentrationen sinnvoll sein, auf die Verdünnung 
mit einer Pufferlösung zu verzichten. Die Enzymlösung wird in diesem Fall nicht mit Puf-
ferlösung, sondern mit der Probenlösung hergestellt. Es muss sichergestellt werden, dass 
der in dieser Lösung enthaltene Analyt vor Beginn der Messung vollständig umgesetzt ist 
und das Enzym nicht eventuell einer Produktinhibierung unterliegt. 
Im Rahmen der Diplomarbeit von WÜRSIG wurde diese Methode erfolgreich für die Be-
stimmung von Maltose in Bier durch die Umsetzung mit α-Glucosidase eingesetzt [62]. Der 
durch Aufstocken der Probenlösung mit Maltose ermittelte Anstieg der Kalibriergerade 
stimmt mit der in Acetatpuffer bestimmten analytischen Empfindlichkeit (s. Tab. 10) über-
ein. 
Bei dieser Arbeitsweise werden Verdünnungseffekte bei der Messung weitgehend vermie-
den. Werden dagegen unverdünnte oder nur schwach verdünnte reale Probenlösungen zu-
sammen mit in Puffer gelösten Enzymen verwendet, müssen die erhaltenen Wärmeleis-
tungssignale um den separat zu bestimmenden Beitrag der Verdünnung der Proben durch 
die reine Pufferlösung korrigiert werden. 
 
E entrationnzymkonz  
D le Enzymkonzentration wurde jeweils durch Untersucie optima hungen der Abhängigkeit 
von der Enzymkonzentration c  bei einer ausgewählten Sub-der Plateau- oder Peakhöhe E
stratkonzentration (Abb. 43, 44) ermittelt. Günstigerweise wird für eine Substratanalytik 
eine Enzymkonzentration aus dem Bereich gewählt, in dem das Messsignal kaum noch von 
cGlucose in mmol/l











0,1 M Acetat      pH 4,6
0,1 M Phosphat pH 6,9
0,1 M TRIS        pH 8,0




geringen Änderungen der Enzymkonzentration beeinflusst wird und gleichzeitig möglichst 
große Wärmeleistungen detektiert werden. Dadurch wird eine möglichst hohe analytische 
Empfindlichkeit der Methode gewährleistet, verbunden mit geringen Fehlern durch even-
tuelle geringe Schwankungen der Enzymkonzentrationen.  
Zum Vergleich sind in den Abbildungen auf der unteren x-Achse die massebezogenen En-
zymkonzentrationen cE und auf der oberen x-Achse die aktivitätsbezogenen Enzymkon-
entrationen cEa angegeben. 
en Bereich bis cEa ≈ 300 U/ml stetig ansteigende Wärmeleistungssig-
ale, während die Spaltung von Penicillin G durch Penicillinase (EC 3.5.2.6) bereits bei 
cEa ≈ 20 U/ml Wärmeleistungssignale liefert, die 
tigt werden.  
Abhängigkeit der Plateau-/Peakhöhe von der Enzymkonzentration für  
(a) Harnstoff mit Urease (cHarnstoff = 3 mmol/l) 
substrat-Konzentration. Bei ausreichend hoher Reaktionsenthalpie könnte durch die Ver-
z
Für das Beispiel der durch Urease (EC 3.5.1.5) katalysierten Harnstoffhydrolyse findet 
man über einen weit
n
sehr niedrigen Enzymkonzentrationen ab 
dem vollständigen Umsatz des Substrats entsprechen. Die in der Zelle wirksame Penicilli-
nase-Konzentration ist aufgrund der nachgewiesenen spontanen Immobilisierung des En-
zyms im Flusskanal und der damit verbundenen Akkumulation höher anzunehmen, als es 
der eingesetzten und in der Abbildung angegebenen Konzentration entsprechen würde. 
Allerdings konnten nur bis zu einer Penicillinase-Konzentration von cEa = 0,5 U/ml die 






 (b) Penicillin G mit Penicillinase (cPenG = 2 mmol/l) 
 
Ein anderer Aspekt bei der Wahl der geeigneten Enzymkonzentration ist die Erweiterung 
des Arbeitsbereiches, insbesondere bei Mehrsubstrat-Reaktionen bei einer gegebenen Co-
cUrease in g/l
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wendung einer niedrigeren Enzymkonzentration die Reaktionsgeschwindigkeit und damit 
der Umsatzgrad bezüglich des Analyten herabgesetzt werden. (Voraussetzung ist dabei 
ine hohe Affinität des Enzyms zum Cosubstrat.) Diese Möglichkeit der Erweiterung des 





Die für die weiteren Untersuchungen ausgewählten Enzymkonzentrationen sind der Tabel-
le 10 zu entnehmen. 
 
Spontane Immobilisierung - Spülschritte 
Wie bereits erwähnt, neigen einige Enzyme, z. B. Penicillinase, zu spontaner Immobilisie-
rung auf Kunststoffoberflächen. Durch ihre katalytische Wirkung verursachen schon ge-
ringe Mengen in den Zuleitungsschläuchen und in der Reaktionszelle immobilisierter En-
e eine anhaltende Wärmeleistung. Durch kurzzeitiges Spülen mit einer Na-Dodecyl-
sulfatlösung (20 mmol/l in Wasser) können die immobilisierten Enzyme entfernt werden. 





Benötigte Cofaktoren sollten zur Vermeidung störender Verdünnungseffekte am besten 
beiden Fluidströmen in gleicher Konzentration zugesetzt werden. Ist dies z. B. aus Kosten-
gründen nicht günstig, werden die Substanzen nur der Enzymlösung zugegeben. 
Beispielsweise wird bei der untersuchten Phosphorylierung von D-Fructose und D-Gluco-
se durch das Enzym Hexokinase (EC 2.7.1.1) das unbedingt notwendige Mg-Salz dem Puf-
fer zugesetzt, mit dem alle benötigten Lösungen hergestellt werden, das Cosubstrat ATP 
dagegen nur der Enzymlösung. Da eine Hexokinase-ATP-Lösung über längere Zeit nicht 
stabil ist (vgl. Abschnitt 3.2.2), werden die ATP- und Hexokinase-Stammlösungen erst 
unmittelbar vor der Injektion in die Probenschleife gemischt.  
 
Bei einer Limitierung des Umsatzes durch ein Cosubstrat, wie z. B. Sauerstoff, ist ein rela-
iv scharfer „Knick“ in der Kalibrierkurve zu beobachten (vgl. Abb. 42 - Oxidationsreakti-
gen Umsat eten, als bei 
t
on mit Abb. 41b - Reaktion ohne O2-Verbrauch). Dabei können aufgrund des unvollständi-
zes in der Reaktionszelle deutlich größere lineare Bereiche auftr
 80
IC-Durchflusskalorimeter 
einem vollständigen Umsatz der Komponenten entsprechend der Reaktionsgleichung zu 
erwarten wären.  
 
Sauerstoff-Limitierung 
Durch den Ausschluss der Gasphase wird der Arbeitsbereich bei sauerstoffverbrauchenden 
Oxidationsreaktionen durch den Gehalt an gelöstem Sauerstoff in den einströmenden Lö-
sungen streng begrenzt. Bei Reaktionen, bei denen Wasserstoffperoxid entsteht, hat sich 
die Kombination mit der durch Katalase (CAT) katalysierten H2O2-Zersetzung bewährt, 
wodurch zum einen die Menge des verfügbaren Sauerstoffs erhöht und zum anderen die 
molare Reaktionsenthalpie verstärkt wird (vgl. Abschnitt 3.2.2). Die hohe Reaktionsge-
schwindigkeit dieser Folgereaktion ist dabei sehr vorteilhaft. Für die Oxidation von Gluco-
se durch GOD/Katalase wäre bei unendlich häufigem Durchlaufen des Reaktionszyklus 
(Gl. 21) eine Verdopplung der verfügbaren Sauerstoffmenge zu erwarten.  
 
bbildung eleistungssignale bei einem 
44 Abhängigkeit der Plateauhöhe von der GOD-Konzentration mit und ohne Zu-
β-D-Glucose  +  O2     H2O2  +  D-Glucono-δ-lacton (21)
 
 
           D-Gluconsäure 
GOD 
+ H2O       CAT
 
   - H2O
 
A 44 zeigt die zu beobachtende Erhöhung der Wärm
Zusatz von Katalase zur Enzymlösung. 
 
   
∆
Abb. 
satz von Katalase bei der Glucose-Oxidation (cGlucose = 4 mmol/l) 
 
cGOD in g/l
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Querempfindlichk tenei  
Nur wenige Enzyme sind absolut substratspezifisch. Meist werden mehrere Substrate mit 
ähnlicher Struktur umgesetzt, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit stark variieren kann. 
Die Diagramme in Abbildung 45 geben die Kalibrierkurven für einzelne Substrate dreier 
olcher enzymatischer Reaktionssysteme wieder.  
nd ATP (cATP = 10 mmol/l) 
Liegen in einer Analytlösung mehrere für ein Enzym verwertbare Substrate vor, setzt sich 
das resultierende Wärmeleistungssignal nicht einfach aus den Einzelbeiträgen der Substra-
te zusammen, wie sie aus den entsprechenden Kalibrierkurven ermittelt werden können. 
Verschiedene Substrate werden von dem gleichen Enzym mit unterschiedlicher Reaktions-
geschwindigkeit und meist unterschiedlicher molarer Reaktionsenthalpie umgesetzt, wobei 
möglicherweise ein bestimmtes Substrat deutlich bevorzugt umgesetzt werden kann. 




altose e ngen entspricht auch bei deutlichem Überschuss von Maltose 




Abb. 45 Kalibrierkurven für verschiedene Reaktionen  
 (a) Maltose bzw. Saccharose mit α-Glucosidase 
 (b) Saccharose bzw. Raffinose mit Invertase 
 (c) Glucose bzw. Fructose mit Hexokinase u
 
 
Zum Beispiel ist die Detektion von Maltose i
dase nicht möglich. Das Wärmeleis
nthaltenden Lösu
genwart von Saccharose mit dem Enzym 
m Einsatz von Saccharose und 
M
exakt dem für die eingesetzte Saccharoseko
 
Bei der Umsetzung von Lösungen von Saccharose und Raffinose mit dem Enzym Invertase 
erhält man für jedes der beiden Saccharide jeweils einen linearen Zusammenhang zwi-
schen Peakhöhe q&∆  und Saccharidkonzentration cSi bei konstanter Konzentration cSj des 
cS in mmol/l






































anderen Saccharids. Die Parameter b0 und b1 der Geradengleichungen sind von der Größe 
dieser konstanten Konzentration cSj abhängig; die Werte für b0 entsprechen denen der Ka-
librierkurve des Saccharids „j“. 
0Si1 bcbq +=∆&     (22)  
  mit   .konstcSj =    und   )c(fb Sj1 = ; )c(fb Sj0 =  
D. h., kann die Konzentration eines der Saccharide mit Hilfe einer anderen Erkennungreak-
zung von Lösungen, die Glucose und Fruc-
se enthalten, mit dem Enzym Hexokinase und ATP. Für konstante Glucosekonzentratio-
as eistungssig w a d n , 
wobei die Parameter der Geradengleichung - wie oben beschrieben - 
t werden (Abb. 46). Die Glucosekonzentration kann durch die Reaktion 
C ittelt werden, so dass m t einige brier ie quan ative 








tion bestimmt werden, kann die des anderen aus dem Wärmeleistungssignal der Invertase-
Reaktion berechnet werden. [36]
 
Ähnliche Ergebnisse erhält man für die Umset
to
nen ist d Wärmel nal je eils linear bhängig von er Fructoseko zentration
von der Glucosekon-
zentration bestimm
mit GOD/ AT erm i m Kali aufwand d tit
er möglic t. [36]
Ka rierk
bb. 
lib urven: Glucose / Fruc-
tose mit Hexokinase/ATP bei ver- der Geraden aus A
schiedenen konstanten Glucose-
konzentrationen 
von der Glucosekonzentration 
 
Abb. 46b Abhängigkeit des Anstiegs
N  
rgänzend zu den enzymatischen Erkennungsreaktionen können selbstverständlich auch 
erden. Beispielsweise wurde von WÜRSIG die 
E
nichtenzymatische Reaktionen eingesetzt w
Bestimmung des Kaliumgehaltes von Lösungen durch Komplexierung mit dem Kronen-
ether 18-Krone-6 untersucht [62]. Bei dieser Reaktion ist mit deutlichen Beeinflussungen 
cFructose in mmol/l










































durch Querempfindlichkeiten auf andere Alkali- und Erdalkaliionen, insbesondere Natri-
um, zu rechnen. 
 
Zusammenfassung der Ergebnisse der Einzel-Analyt-Bestimmungen unter analytischen 
Gesichtspunkten 
Die folgende Tabelle enthält eine Zusammenfassung der mit der Micro-DSC II unter An-
wendung der sequentiellen FIA untersuchten Reaktionssysteme, der verwendeten Puffer 
und Konzentrationen der Erkennungsreagenzien (Enzymkonzentrationen), sowie der Pa-
rameter der aufgenommenen Kalibrierkurven. 
 




















Saccharose 1...≈ 15      -8,9 2 
Raffinose 
Invertase A   90 
7...> 30      -1,42 3 
A 0,05...1,5  -196 2 




0,06...2,0  -163 4 
Maltose 14...40      -0,75 5 
Saccharose 
α-Glucosidase B     100 (4)
  3...≈ 40      -2,5 5 
D-Fructose 0,3…> 20    -24,1 3 
D-Glucose 
Hexokinase / ATP D     150 (4)
0,1…5    -71,8 3 
Harnstoff Urease                  * B 230 0,06…> 20  -158,9    0,4 
Penicillin G Penicillinase         * B       4,5 0,1...1,2  -142 4 
K+ 18-Krone-6         (5) Wasser 50 mmol/l 0,1...10    -62,4 2 
 
Tab. 10 Zusammenfassung Kalibrierkurven Micro-DSC II [36]




(2) Arbeitsbereich: untersuchter Konzentrationsbereich mit linearer Kalibrierkurve 
(3) Standardabweichung des Anstiegs der Kalibriergerade (lineare Regression) 
(4) Angabe beruht auf der vom Hersteller unter Verwendung anderer Substrate, Puffer, 
pH-Werte oder Temperaturen angegebenen spezifischen Aktivität 
(5
ulti-Substrat-Lösungen  -  Reale Proben




In Lösungen von Glucose und Saccharose (in Acetatpuffer pH 4,6) und von Glucose, 
Harnstoff und Penicillin G (in Phosphatpuffer pH 6,9) konnten die Konzentrationen der 
einzelnen Substrate mit Hilfe der aus den Kalibrierkurven erhaltenen analytischen Emp-
A - 0,1 M Acetat    pH 4,6; B - 0,1 M Phosphat  pH 6,9 ; 
C - 0,1 M TRIS      pH 8,0 ; D - 1 M TRIS            pH 8,0 + 0,1 M MgCl2
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IC-Durchflusskalorimeter 
findlichkeiten mit guter Genauigkeit ermittelt werden. Im Rahmen der Streuung der Mess-
erte stimmen die experimentell ermittelten und die vorgelegten Konzentrationen überein. 
n-Fruchtsaftgetränk getestet. Die Proben wurden dazu lediglich filtriert und mit 
ger Systeme am Beispiel verschiedener Biersorten mit Hilfe ei-
er einfachen 3-Komponenten-Analyse demonstriert [62]. Er nutzte dazu die Umsetzungen 
ase und dem Kronenether 18-Krone-6. Abbildung 47 zeigt das 





Die Bestimmung von Glucose und Saccharose wurde auch an einem handelsüblichen 
Orange
Acetatpuffer (pH 4,6) entsprechend der Arbeitsbereiche der beiden Reaktionen verdünnt. 
Zusätze der beiden Saccharide zum Fruchtsaftgetränk konnten mit guter Genauigkeit wie-
dergefunden werden. [35]
 







Abb. 47 Diskriminierung ve




3.4.2 Substratanalytik mit dem IC-Durchflusskalorimeter 
 
Alle Messungen mit dem IC-Durchflusskalorimeter, deren Ergebnisse im Folgenden disku-










PMMA2 und einer Strömungsgeschwindigkeit von 15 µl/min pro Eingangskanal durchge-
führt. 
Es wurde durchgängig mit Enzymeinträgen von jeweils 1200 s Dauer gearbeitet. Bei den 
Reaktionen ohne Spülschritt betrug die Länge der nachfolgenden Basislinienperiode eben-
alls je 1200 s. Bei den Reaktionen mit Urease, Penicillinase und Alkoholoxidase 
(EC 1.1.3.13) (AOD) wurde jedem Enzymeintrag ein Spülschritt von 360 s Dauer mit einer 
5...10 mmol/l Na-Dodecylsulfatlösung nachgeschaltet und die Länge der Basislinienperio-





Zunächst wurden einige der bereits mit der Micro-DSC II untersuchten Reaktionssysteme 
auf das miniaturisierte Durchflusskalorimeter übertragen, wobei die gewählten Pufferme-
dien und Enzymkonzentrationen unverändert übernommen wurden (Tab. 11).  
rtra e problemlos möglich.  
tose mit α-Glucosidase, für die aufgrund der geringen 
olaren R ehr begrenzten Löslichkeit des Enzympräparates 
chon in der Micro-DSC II eine sehr kleine analytische Empfindlichkeit ermittelt wurde, 
bbildung 48 zeigt eine Auswahl von Kalibrierkurven, die mit dem IC-Durchflusskalori-
meter aufgen
Die für die Micro-DSC beobachteten Tre ügli rb nd yti-
s i ten finden s  erwartu gemäß auch beim risierten 
f e  sind ispie ie ere h  den sau off-
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Die Übe gung war für fast alle der ausgewählten System
Lediglich die Bestimmung von Mal
m eaktionsenthalpie und der s
s
ist mit dem IC-Durchflusskalorimeter im interessierenden Konzentrationsbereich nicht 
möglich. Für eine Maltosekonzentration von ca. 10 mmol/l können keine Messignale beo-
bachtet werden, die sich signifikant von der Basislinie abheben [62]. 
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Abb. 48 Kalibrierkurven für verschiedene Reaktionen   
 (a) Harnstoff + Urease 
 (b) Glucose + GOD/CAT 
 (c) Saccharose + Invertase 
 
In der folgenden Tabelle wurden zusammenfassend die mit dem IC-Durchflusskalorimeter 
untersuchten Reaktionssysteme mit den verwendeten Puffern und Konzentrationen der 
Erkennungsreagenzien (meist Enzymkonzentrationen), sowie den Parametern der erhalte-
nen Kalibrierkurven aufgelistet. 
 


















Saccharose Invertase A 90 5…20    0,5 15 
A 0,2...3,5  13,3   7 
D-Glucose GOD / Katalase 
B 
GOD: 270 
CAT: 250 0,2...2,0  17,9   5 
Harnstoff Urease                  * B 230 0,2...20  12,5   4 
Penicillin G 1...6    5 ≈10 
Ampicillin 
Penicillinase         * B 4,5 
1...4    3   6 
Ethanol AOD / Katalase    * B 
AOD: 100 
CAT: 400 
0,2...1,2  18,7   5 
Maltose α-Glucosidase     (3) B     100 (4) Bestimmung nicht möglich 
K+ 18-Krone-6         (3) Wasser 50 mmol/l 0,7...14    4,1  
 
Zusammenfassung Kalibrierkurven IC-Durchflusskalorimeter Tab. 11 
be notwendig 
(1)  Puffer:   A - 0,1 M Acetat  pH 4,6;     B - 0,1 M Phosphat  pH 6,9   
[62, 63]
*  - Spülschritt nach Enzymzuga
(2)  Arbeitsbereich: untersuchter Konzentrationsbereich mit linearer Kalibrierkurve 
(3) Autor: A. Würsig;  Durchflusszelle PMMA1, v& = 30 µl/min 
(4)  Angabe beruht auf der vom Hersteller unter Verwendung anderer Substrate, Puf-
















0,1 M Acetat      pH 4,6

















Multi-Substrat-Lösungen  -  Reale Lösungen 
 
Abbildung 49 zeigt eine Messkurve, die noch einmal das Prinzip der sequentiellen FIA 
eranschaulicht. In einer Lösung von Glucose, Harnstoff, Ethanol und Penicillin G (in 
hosphatpuffer pH 6,9) können die einzelnen Analyten mit Hilfe der entsprechenden en-
i n keine 
uerempfindlichkeiten auftreten. Aufgrund des in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen verein-
 
Abb. 49 Messkurve: sequentielle Bestimmung der Analyten in einer Lösung von 
6 mmol/l Penicillin G, 10 mmol/l Harnstoff, 5 mmol/l Glucose und 1 mmol/l 
Ethanol (* - mit Spülschritt) 
 
In der Diplomarbeit von WÜRSIG wurde auch die Einsatzmöglichkeit des IC-Durchflusska-
lorimeters zur Diskriminierung flüssiger Systeme am Beispiel verschiedener Biersorten 
gezeigt [62]. Da die beiden bei den Voruntersuchungen mit der Micro-DSC (s. o.) genutzten 
Umsetzungen mit GOD/CAT und α-Glucosidase aufgrund einer Enzyminhibierung durch 





zymat schen Reaktionen quantitativ bestimmt werden, da in dieser Kombinatio
Q
fachten Messaufbaus unter Verwendung der 4-Kanal-Spritzenpumpe kann diese Messung 
nur mit Unterbrechungen für den Wechsel der Enzymlösungen durchgeführt werden. Die 
abgebildete Messkurve wurde unter Auslassung der jeweils notwendigen Zeit bis zur Ein-
stellung des thermischen Gleichgewichts nach dem Umbau zusammengestellt. 
 
Zeit in s










































ren, verwendete er neben der Reaktion mit dem Kronenether 18-Krone-6 die Verdünnung 





3.4.3 Beurteilung von Enzymaktivitäten mit dem IC-Durchflusskalorimeter 
 
Neben der Anwendung zur Substratanalytik kann das IC-Durchflusskalorimeter in Verbin-
dung mit der vorgeschlagenen Methode der FIA auch zum Test von Reagenzien auf en-
zym-inhibierende Wirkung genutzt werden. Für ein solches Inhibitor-Screening ist die Be-
stimmung kinetischer Parameter, wie sie beispielsweise mit dem IC-Batch-Kalorimeter 
möglich ist, nicht notwendig. Eine einfache ja/nein-Entscheidung durch Vergleich der 
Messsignale ∆Ust, die mit Enzymlösungen mit und ohne (potentiellen) Inhibitor erhalten 
wurden, ist in diesem Fall ausreichend.  
DELAN führte dazu erfolgreich Untersuchungen am Beispiel der Reaktion des En-
zyms AmpC β-Lactamase (aus Escherichia coli) mit dem Substrat Cephaloridin und Ben-
zofuran-2-boronsäure als Inhibitor durch. Die Abbildung 50 zeigt ein Beispiel für eine sol-
che Messreihe. Deutlich ist die Verringerung der Signalhöhe durch die verminderte 
Enzymaktivität in Gegenwart des Inhibitors zu erkennen. [58,  64]
 
 
Abb. 50 Signalhöhe in Abhängigkeit von der Enzymkonzentration ohne / mit Inhibitor 
für die Reaktion von Cephaloridin mit AmpC β-Lactamase [nach 64]
= 15 µl/min, Zelle PMMA1; cS = 18,5 mmol/l; cI = ½ cE ; 0,1 M Phosphat-
puffer pH 7,0) 
cE in µmol/l
















 4.  Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche kalorimetrische Anordnungen auf 
der Basis eines einheitlichen thermoelektrischen Transducers zur Untersuchung flüssiger 
Systeme vorgestellt, die für die (analytische) Anwendung jeweils spezifische Vorteile für 
ihren Einsatz bieten. Während das IC-Batch-Kalorimeter vorwiegend zur diskontinuierli-
chen quantitativen Analyse unterschiedlichster Substanzen eingesetzt werden kann, sollte 
das IC-Durchflusskalorimeter besonders zur Einbindung in die Prozessüberwachung und 
-steuerung geeignet sein. 
 
Anhand zahlreicher Beispiele aus der breiten Palette der unter verschiedenen Fragestellun-
gen untersuchten Reaktionssysteme konnte gezeigt werden, unter welchen Voraussetzun-
gen die beiden IC-Kalorimeter zur Untersuchung enzymatisch katalysierter Reaktionen 
eingesetzt werden können und wo sich Grenzen ergeben. 
Mit Hilfe des IC-Batch-Kalorimeters können sowohl die Konzentration von Substraten 
enzymatisch katalysierter Reaktionen bestimmt, als auch Reaktionsenthalpien abgeschätzt 
werden. Aufgrund der kleinen Zeitkonstante der kalorimetrischen Anordnung ist außerdem 
die Ermittlung kinetischer Parameter möglich. So kann das IC-Batch-Kalorimeter zur Be-
stimmung der Aktivität gelöster und immobilisierter Enzyme sowie der Konzentration von 
Inhibitoren eingesetzt werden. Probleme treten bei der Verwendung leicht flüchtiger oder 
gegen Sauerstoff oder Kohlendioxid empfindlicher Substanzen auf. 
Das IC-Durchflusskalorimeter ist dagegen weniger für kinetische Untersuchungen geeig-
net, obwohl auch damit eine Abschätzung der Aktivität gelöster Enzyme, z. B. für ein 
schnelles Inhibitor-Screening, möglich ist. Die vorgeschlagene Methode der sequentiellen 
Umkehr-Fließinjektionsanalyse, bei der ein konstanter Substratstrom nacheinander mit 
verschiedenen Erkennungsreagenzien kontaktiert wird, bietet die Möglichkeit, in schneller 
Folge mehrere ausgewählte Inhaltsstoffe einer komplexen Lösung quantitativ zu bestim-
men. Durch die Verwendung wenig spezifischer Erkennungsreaktionen kann die Methode 
auch zur Diskriminierung verschiedener komplexer flüssiger Systeme (z. B. im Bereich der 
Lebensmittelanalytik) eingesetzt werden. 
 
Sowohl das IC-Batch-Kalorimeter als auch das IC-Durchflusskalorimeter konnten durch 
geeignete konstruktive Veränderungen gegenüber vorhandenen Anordnungen in ihrer Leis-
tungsfähigkeit verbessert werden.  
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Beim IC-Batch-Kalorimeter wurde durch die Minimierung des Dampfraumes eine deutlich 
schnellere und reproduzierbarere Einstellung des Verdampfungsgleichgewichtes im Kalo-
rimeterinnenraum erreicht. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Verdampfung des 
Lösungsmittels die wesentliche Ursache für die Verschiebung der Basislinie gegenüber 
dem Offset des „trockenen“ Kalorimeters ist und der bei Messungen zu beobachtende Ba-
sislinienversatz durch Änderungen der Verdampfungsverhältnisse verursacht wird. Die aus 
der Streuung der Lage der Basislinie und des Dosiereffektes ermittelten Nachweisgrenzen 
bezüglich der bei einem zu detektierenden Prozess zu erzeugenden Wärmeleistung bzw. 
Reaktionswärme betragen 5 µW bzw. 150 µJ. Der Bereich der mit dem IC-Batch-
Kalorimeter bestimmbaren Geschwindigkeitskonstanten chemischer Reaktionen wird 
durch den reziproken Wert der Zeitkonstante der kalorimetrischen Anordnung begrenzt. 
Geschwindigkeitskonstanten oberhalb von ca. 0,2 s-1 sind nicht bestimmbar. 
Beim IC-Durchflusskalorimeter konnte durch eine veränderte Zusammenführung der Ein-
gangsströme eine erheblich verbesserte Durchmischung der Reaktionskomponenten und 
damit eine Steigerung des Reaktionsumsatzes in der Durchflusszelle erzielt werden. Für 
die als enzymatische Testreaktion genutzte Oxidation von Glucose durch Glucoseoxidase 
wurde eine Erhöhung der analytischen Empfindlichkeit um ca. 100 % erreicht. Aus dem 
Signalrauschen ergibt sich eine minimale Signalhöhe für einen zu detektierenden Prozess 
von ca. 2 µV.   
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 5.  Ausblick 
 
Für einen sinnvollen praktischen Einsatz des IC-Durchflusskalorimeters in Verbindung mit 
der beschriebenen Methode der Fließinjektionsanalyse ist unbedingt die Verwendung meh-
rerer unabhängiger Mikropumpen notwendig, um den Substanzverbrauch (insbesondere 
der Enzyme) weiter zu reduzieren. Außerdem kann dadurch eine höhere Flexibilität der 
Methode erreicht werden (vgl. Abschnitt 5.1.1). Nicht zuletzt ist im Hinblick auf eine zu-
künftig zu realisierende kompakte Gerätelösung auch wichtig, dass die geringe Größe der 
Pumpen die Integration in ein vergleichsweise handliches, portables Gerät ermöglicht. 
Auch für das IC-Batch-Kalorimeter ist durch eine automatisierte Dosierung der Lösungs-
komponenten eine Verbesserung in der Bedienung zu erwarten. Dadurch würde eine sicher 
reproduzierbare Platzierung der Probe auf der sensitiven Fläche des Thermosäulenchips 
und ein stets gleichbleibender Energieeintrag durch die Zudosierung der zweiten Kompo-
nente gewährleistet, so dass eine Reduzierung der Streuung der Messwerte gegenüber der 
bisher praktizierten manuellen Probenaufgabe und Dosierung zu erwarten ist. 
 
Im Anhang A3 ist eine Auswahl derzeit marktverfügbarer Mikropumpen zusammenge-
stellt, die frei dosierte Volumina bzw. konstante Volumenströme in den für das IC-Batch- 
und das -Durchflusskalorimeter relevanten Größenordnungen erzeugen.  
Für je ein ausgewähltes Beispiel wurden bereits erste Untersuchungen zum Einsatz von 
Mikropumpen im IC-Batch- und im IC-Durchflusskalorimeter durchgeführt. Diese Unter-
suchungen fanden im Rahmen fortlaufender Entwicklungsprozesse statt, als die vorliegen-
de Arbeit bereits konzipiert war, und dauern teilweise noch an. Deshalb wurden sie nicht in 
den Hauptteil der Arbeit aufgenommen und sollen an dieser Stelle nur kurz angesprochen 
werden, da die Art der Dosiereinrichtungen maßgeblich die Einsatzmöglichkeiten der IC-
Kalorimeter beeinflusst. 
 
Im letzten Gliederungspunkt wird noch einmal kurz die Notwendigkeit einer zukünftigen 
Thermostatisierung der IC-Kalorimeter diskutiert. 
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5.1.  Mikrodosierkopf für IC-Batch-Kalorimeter 
 
Im Rahmen einer Bakkalaureusarbeit führte HEIMFARTH [65] erste Voruntersuchungen zum 
Einsatz des Mikrodosierkopfes der Fa. GeSiM durch. Für die Integration in das IC-Batch-
Kalorimeter wurden der in Abbildung 51a gezeigte Mikrodosierkopf (MDK) und ein zu-
sätzlicher Vorratsbehälter für die zu dosierende Flüssigkeit in das entsprechend modifizier-






Abb. 51a Mikrodosierkopf [66]
 
 
Abb. 51b MDK mit Halterung, eingebaut in Ober-
teil des IC-Batch-Kalorimeters [65] 
 (gering verkleinert, Maßstab ca. 1 : 1,3)
 
In Abhängigkeit von den gewählten Ansteuerparametern des Piezokristalls wird das Fluid 
in Einzeltropfen von ca. 1 nl abgegeben. Volumina ab etwa 1 µl sind mit einem relativen 
Fehler von 1 % dosierbar; bei kleineren Volumina steigt der relative Fehler aufgrund von 
Ein-/Ausschalteffekten auf bis zu 4 % an.  
Die Streuung des aus kalorimetrischen Experimenten ermittelten Dosiereffektes wird mit 
etwa 10...20 % angegeben. Mit der bisher verwendeten Dosiereinrichtung (Hamilton-
Spritze) werden dagegen selbst bei einem routinierten Bearbeiter 50 % ermittelt. 
 
Der Einsatz eines solchen Mikrodosierkopfes eröffnet die Möglichkeit, die vorgelegten 
und zudosierten Volumina zu variieren, ohne zeitaufwendig den Abstand zwischen Sprit-
zenspitze und Si-Membran neu anzupassen (vgl. Abschnitt 3.1.1). Außerdem kann die 
zweite Komponente in mehreren Volumen-Schritten ohne Unterbrechung der laufenden 
Messung zugegeben werden, so dass sich bei ausreichender Reaktionswärmeleistung die 
 94
Dosierung durch Mikropumpen 
Möglichkeit einer Titrationskalorimetrie ergibt. Bei kinetischen Untersuchungen könnte 
sich allerdings die längere Dosierzeit (ca. 5 s/µl) nachteilig auswirken. 
 
Die Untersuchungen wurden bisher ausschließlich mit sorgfältig filtriertem, im Ultra-
schallbad entgastem destillierten Wasser durchgeführt, da der verwendete MDK sehr emp-
findlich gegen Gasbläschen und Partikel ist und die Chemikalienbeständigkeit teilweise 
noch unklar ist. 
 
 
5.2.  Mikropumpe für IC-Durchflusskalorimeter 
 
Im Sinne einer maximalen Anwenderfreundlichkeit der vorgeschlagenen Methode sollten 
bei der Probenzuführung zum IC-Durchflusskalorimeter folgende Anforderungen realisiert 
werden: 
 
(1) Wechsel zwischen mehreren verschiedenen Enzymen bzw. Nachweisreagenzien 
Für die vorgesehene Anwendung in einer sequentiellen Fließinjektionsanalyse werden 
mehrere Kanäle für Reagenz- und eventuell Spüllösungen benötigt. Dabei wird der Er-
satz der in der Entwicklungsphase verwendeten Mehrkanal-Spritzenpumpe durch meh-
rere unabhängige Mikropumpen unumgänglich. 
 
(2) Variable Verdünnung bei laufender Messung 
In Abhängigkeit vom Arbeitsbereich der Methode muss eine Probenlösung für die Be-
stimmung verschiedener Inhaltsstoffe unter Umständen in ganz unterschiedlichen Ver-
hältnissen verdünnt werden. Ist dafür jedes Mal eine neue, externe Probenvorbereitung 
und ein neuer Einbau notwendig, geht der Vorteil der Flexibilität der vorgeschlagenen 
FIA-Methode verloren. 
 
(3) Pufferwechsel bei laufender Messung 
Um eine einfache und schnelle Arbeitsweise zu gewährleisten, wird angestrebt, mög-
lichst viele Reaktionen im gleichen Trägerstrom (Puffer) auszuführen. Aufgrund unter-
schiedlicher pH-Optima, der unter Umständen ungünstigen Lage eines pH-abhängigen 
chemischen Gleichgewichts, eventuell eingeschränkter Stabilität von Analyten und Re-
agenzien oder auch durch Inhibitorwirkungen bestimmter Puffersubstanzen ist dies 
nicht immer möglich. Eine flexible Wahl zwischen verschiedenen Pufferlösungen ver-
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 größert das Spektrum der möglichen Erkennungsreaktionen ohne Unterbrechung der 
Messung. 
(4) Ansaugen der Analyt- und Reagenzlösungen aus Vorratsgefäßen oder z. B. einem Reaktor 
Eine kontinuierliche Entnahme der Probenlösung aus einem Reaktor ermöglicht bei-
spielsweise die on-line-Überwachung von Fermentationsprozessen, um Abweichungen 
vom gewünschten Verlauf rechtzeitig erkennen und korrigieren zu können oder den 
Prozess durch gezielte „Nachfütterung“ zu optimieren. Durch das Ansaugen der Rea-
genzlösungen aus entsprechenden Vorratsgefäßen wird ein flexibler Austausch der Lö-
sungen während einer laufenden Messung möglich. Wenn nötig, können die Vorratsge-
fäße gekühlt werden. 
Der ausschließliche Einsatz von selbstansaugenden Mikropumpen gestattet eine fortlau-
fende Messung über einen praktisch unbegrenzten Zeitraum. 
 
In Abbildung 52 sind drei Vorschläge skizziert, wie das System aus Pumpen und Ventilen 
angeordnet werden könnte, um diesen Anforderungen gerecht zu werden. Die Analytlö-
sung und der ausgewählte Puffer werden im gewählten Volumenverhältnis durch einen 
Mischer gepumpt. Die resultierende verdünnte, gepufferte Analytlösung wird dann in die 
Durchflusszelle geleitet.  
Bei den Varianten (a) und (b) strömt während der Basislinienperiode durch beide Ein-
gangskanäle die verdünnte Analytlösung in die Zelle. Wird durch einen Eingangskanal der 
Zelle eine der Reagenz- oder Spüllösungen zugeführt, fließt die überschüssige Analytlö-
sung in den Abfall. 
Variante (a) bietet den Vorteil einer geringen Anzahl von Pumpen, die alle vier ständig 
arbeiten. Voraussetzung dafür ist, dass die Pumpen die Lösungen auch über Ventile hin-
weg mit korrekter Geschwindigkeit ansaugen. Die Auswahl der Puffer- und Reagenzlö-
sungen erfolgt über die Schaltung der beiden Mehrwegventile. 
Für die Variante (b) sind keine aktiv geschalteten Ventile notwendig, sondern nur entspre-
chende Mehrwege-Verbindungsstücke. Die Pumpen saugen die Lösungen direkt aus den 
Vorratsgefäßen an. Durch An- und Abschalten bestimmter Pumpen wird die Auswahl der 
Puffer- und Reagenzlösungen realisiert. Der Nachteil dieser Variante ist, dass für jede Lö-
sung eine separate Pumpe benötigt wird.  
Abbildung 52c zeigt einen Vorschlag mit minimaler Anzahl an Pumpen, da die Mikro-
pumpen einen wesentlichen Beitrag zu den Kosten der angestrebten Gerätelösung leisten 
werden. Bei dieser Variante (c) wird die Basislinie während der Messung nicht durch das 
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Zusammenführen von zwei gleichen Substratströmen erzeugt, sondern durch Analytstrom 
+ Pufferstrom.  










































Abb. 52 Vorschläge für die Probenzuführung (Beschreibung (a), (b), (c) siehe Text oben) 
 A - Analytlösung, T - Trägermedien (Puffer), R - Reagenz- und Spüllösungen; 
P - Pumpe, V - Ventil, M - Mischer 
 
Erste Arbeiten zum Einsatz von Mikropumpen im IC-Durchflusskalorimeter wurden im 
Rahmen einer Diplomarbeit von SALAHEDEEN mit der Mikro-Membranpumpe „XXS500“ 
der Firma thinXXS durchgeführt [67].  
Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der erzeugten Volumenströme über mehrere Tage 
und Wochen ergaben eine Streuung von 10...20 %. Die anhand der Stabilität der kalori-
metrischen Messsignale bei der TRIS-Protonierung ermittelte Kurzzeitstabilität über einen 
Zeitraum von etwa 10...20 min ist dagegen gut, die Streuung beträgt < 1 %.  
Durch die Integration einer XXS500-Pumpe in die Probenzuführung des IC-Durchflusska-
lorimeters werden periodische Überlagerungen des Messsignals verursacht. Diese durch 
das Pulsieren des Fluidstromes bedingte schmalbandige periodische Störung kann durch 
digitale Filterung des Messsignals weitestgehend unterdrückt werden. Gleichzeitig wird 
durch den pulsierenden Fluidstrom offenbar eine bessere Durchmischung der in die Zelle 
eintretenden Fluidströme erreicht, was bei der untersuchten enzymatischen Testreaktion 
 97
 (Glucose + GOD/CAT) in einer deutlichen Erhöhung der Messsignale durch höhere Reak-
tionsumsätze resultiert. 
 
Insgesamt scheint sich abzuzeichnen, dass die preiswerteren Mikropumpen-Modelle zwar 
über eine genügende Kurzzeitstabilität bezüglich der Fördermenge verfügen, die Langzeit-
stabilität aber nicht ausreichend ist, um sie ohne zusätzliche Strömungsmesser (Flowmeter) 
in die angestrebte Gerätelösung integrieren zu können. Außerdem zeigen die einzelnen 
Exemplare mitunter große Abweichungen in den Kennlinienparametern, so dass eine indi-
viduelle Kalibrierung erforderlich ist. In Abhängigkeit von den Ergebnissen weiterer Tests 
mit anderen Mikropumpen (s. Anhang A3) ist abzuwägen, ob generell der Einsatz preis-
werter Mikropumpen in Kombination mit Strömungsmessern oder teurerer, dafür sehr ex-
akt fördernder Mikropumpen ohne separate Strömungsmesser ökonomisch sinnvoll ist. 
Eventuell sind auch verschiedene Gerätelösungen für Anwendungszwecke mit unterschied-
lichen Genauigkeitsanforderungen und vor allem auch für unterschiedliche Anforderungen 
an die Chemikalienbeständigkeit der Pumpen vorzusehen. 
 
 
Eine weitere Möglichkeit, den Enzymverbrauch zu reduzieren, besteht in der Verkürzung 
der Enzymimpuls-Dauer. Zur Testung und Optimierung der kalorimetrischen Anordnung 
wurden bisher für eine FIA verhältnismäßig große Reagenzlösungsvolumina injiziert, so 
dass in der Reaktionszelle stationäre Zustände und damit die maximale Signalhöhe erzeugt 
wurden. Für einen praktischen Einsatz könnten Messsignale in der typischen Peakform 
aber durchaus ausreichend sein, wobei die Auswertung dann besser über die Peakfläche 
erfolgen sollte. Mit der Verkürzung der Enzymimpuls-Dauer von bisher meist 1200 s auf 
etwa 300 s wäre nicht nur die Verringerung des Substanzverbrauchs sondern natürlich auch 
der Messzeit verbunden. 
 
 
5.3.  Thermostatisierung 
 
Sowohl beim IC-Batch-Kalorimeter als auch beim IC-Durchflusskalorimeter ist ein deutli-
cher Einfluss der Raumtemperatur auf die Lage der Basislinie zu beobachten.  
Aufgrund der kurzen Messzeiten und der Abschirmung der gesamten Anordnung durch 
eine Styroporhaube wirken sich langsame Änderungen der Raumtemperatur (z. B. durch 
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Ein- und Ausschalten der Raumheizung) beim IC-Batch-Kalorimeter nicht signifikant auf 
die Messergebnisse aus. Eine Thermostatisierung ist für Messungen bei Raumtemperatur 
nicht notwendig. 
Beim IC-Durchflusskalorimeter sind dagegen zum Teil erhebliche Störungen der Messun-
gen durch Raumtemperaturänderungen zu verzeichnen. Eine Thermostatisierung des Kalo-
rimeterblocks und eine Verlängerung der Wärmeaustauscherstrecke für das einströmende 





Geräte und Chemikalien 
A  Anhang 
 
A1  Geräte und Chemikalien 
 
A1.1  Geräte  
 
IC-Batch-Kalorimeter, TU Bergakademie Freiberg 
Mikroliter-Spritze, 5 µl, „7105 SNCH“, Firma Hamilton Company 
 
IC-Durchflusskalorimeter, TU Bergakademie Freiberg 
4-Kanal-Spritzenpumpe „sp250i“, Firma World Precision Instruments  
Kolbenspritzen, Glas, „Gastight ®“, 1ml / 10 ml, Firma Hamilton Company 
3-Wege-Magnetventile, „LFYA 1216032H“ , Firma The LEE Company 
 
Isoperiboles Kalorimeter „LKB 8700” 
 
Micro-DSC II mit Zirkulations-Mischzelle 31/1530, Firma Setaram 
Peristaltik-Schlauchpumpe „Perimax 12“, Firma Spetec  
 
Stereomikroskop „Stemi 2000“, Firma Zeiss 
 
 
A1.2  Chemikalien  
 
Enzyme 
Alkoholoxidase (EC 1.1.3.13) aus Pichia pastoris, Lösung in 0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0, 
ca. 1400 U/ml, Firma SERVA 
Ascorbatoxidase (EC 1.10.3.3) aus Cucurbita sp., lyophil., 33,5 U/mg, Firma SIGMA 
Glucoseoxidase (EC 1.1.3.4) aus Aspergillus niger, lyophil., ca. 180 U/mg, Firma Biozyme 
 “   aus Aspergillus niger, lyophil., ca. 260 U/mg, Firma SERVA 
Hexokinase (EC 2.7.1.1) aus Hefe „overproducer“, lyophil., > 70 U/mg, Firma Boehringer 
Mannheim 
Invertase (EC 3.2.1.26) aus Hefe, lyophil., ca. 300 U/mg, Firma Boehringer Mannheim 
bzw. Firma Roche 
Katalase (EC 1.11.1.6) aus Aspergillus niger, lyophil., ca. 2000 U/mg, Firma SERVA 
Oxalatoxidase (EC 1.2.3.4) aus Gerstensämlingen, lyophil., ca. 0,7 U/mg, Firma SIGMA 
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Penicillinase (EC 3.5.2.6) aus Bacillus cereus, lyophil., 44,6 U/mg, Firma SERVA 
Peroxidase (EC 1.11.1.7) aus Meerrettich, lyophil., ca. 400 U/mg, Firma SERVA 
Tyrosinase (EC 1.14.18.1) aus Ständerpilz, lyophil., ca. 105 U/mg, Firma FLUKA 
Urease (EC 3.5.1.5) aus Schwertbohnen, lyophil., ca. 90 U/mg, Firma SERVA 
α-Glucosidase (EC 3.2.1.20) aus Hefe, lyophil., ca. 100 U/mg, Fa. Boehringer Ingelheim 
 
Substrate für enzymatische Reaktionen 
Ampicillin, wasserfrei; „BioChemika“; Firma FLUKA 
L-Ascorbinsäure, kristallin; Firma SIGMA 
ATP-Na2-Salz; reinst; Firma Boehringer Ingelheim 
Catechol; p. A.  
Ethanol; absolut 
D(-)-Fructose; „BioChemika MicroSelect“; Firma FLUKA 
D(+)-Glucose, Anhydrid; p. A., für mikrobiolog. Zwecke; Firma FLUKA 
Guajakol; reinst; Firma MERCK 
Harnstoff; „für biochemische Zwecke“; Firma MERCK 
p-Kresol; chemisch rein; Firma Riedel-de Haën 
D-Maltose, Monohydrat; reinst; Firma Boehringer Ingelheim 
Oxalsäure, Dihydrat; p. A.; Firma MERCK 
Penicillin G, K-Salz; für biochemische Zwecke; Firma MERCK 
Phenol; p. A.   
D(+)-Raffinose, Pentahydrat; „BioChemika für die Mikrobiologie“; Firma FLUKA 
Saccharose; extrapure ; Firma MERCK 
Wasserstoffperoxid 30 %ig; medizinisch reinst; Firma MERCK 
 
Chemikalien für Kalibrierreaktionen 
Bariumchlorid BaCl2·2 H2O; 0,05 mol „Fixanal ®“ Konzentrat für die Herstellung volu-
metrischer Lösungen; Firma Riedel-de Haën 
Kronenether 18-Krone-6; purum; Firma FLUKA 
Natriumhydroxid; p. A.; Firma MERCK  
Salzsäure; Konzentrat für die Herstellung volumetrischer Lösungen  
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; ultrapur; Firma BIOMOL 
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Puffersubstanzen 
Dinatriumhydrogencarbonat Na2HPO4; p. A.; Firma FLUKA 
Essigsäure; p. A.  
Kaliumdihydrogencarbonat KH2PO4; p. A.; Firma MERCK, Firma FLUKA 
Magnesiumchlorid MgCl2·6 H2O; p. A.  
Natriumhydroxid; p. A.; Firma MERCK 
Salzsäure; p. A.  
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; ultrapur; Firma BIOMOL 
 
Herstellung der Pufferlösungen 
0,1 M Acetatpuffer pH 4,6        (Puffer „A“) 
200 ml Essigsäure  1 mol/l   +   100 ml NaOH  1 mol/l 
mit dest. Wasser auf 2 l auffüllen 
 
0,1 M Phosphatpuffer pH 6,9        (Puffer „B“) 
14,20 g Na2HPO4   +   13,61 g KH2PO4
mit dest. Wasser auf 2 l auffüllen 
 
0,1 M TRIS-Puffer pH 8,0        (Puffer „C“) 
24,23 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan in dest. Wasser lösen, 
mit HCl (1 mol/l) auf pH 8,0 einstellen, mit dest. Wasser auf 2 l auffüllen 
 
1 M TRIS-Puffer pH 8,0  mit  0,1 M MgCl2        (Puffer „D“) 
121,14 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan   +   20,33 g MgCl2·6 H2O  
in dest. Wasser lösen, 





A2 Daten der Coaxial-Jet-Mixer-Anordnungen 
 
SCAMPAVIA [59] PMMA3 








Innendurchmesser di [µm] 252 530 150 500 
Außendurchmesser da [µm] 349 698 250  
durchströmte Fläche A [mm2] 0,050 0,125 0,018 0,147 
Flächenverhältnis FA=Aa/Ai 2,5 8,3 
gesamtv&  [µl/min] 120 30 
untersuchter Bereich  ia v:v && 1 : 11  ...  12 : 1   1 : 9  ...  19 : 1 
untersuchter Bereich  ia s:s && 1 : 27  ...    5 : 1 1 : 73  ...    2 : 1 
 






Firma / Institution Arbeitsprinzip Technische Daten 
Diskrete Flüssigkeitstropfen (Freistrahldosierung) 
GeSiM-Micropipette SPIP 
GeSiM Gesellschaft für Silizium-
Mikrosysteme mbH (Großerk-
mannsdorf) [66]
Piezoantrieb Einzelschussvolumen: 0,03...2 nl 
Dosierrate: ≤ 1 µl/s 
Fluidreservoir: 0,8 µl 
Präzision:  VK < 2 % 
Größe:  16 x 3 x 2 mm 
MD-K-130 (Mikrodosierkopf) 
Microdrop Gesellschaft für Mikro-
dosiersysteme mbH (Norderstedt) 
[68]
Piezoantrieb Einzelschussvolumen: 30...500 pl 
Dosierrate: ≤ 1 µl/s 
Präzision:  VK < 1 % 
Größe:  ∅ 10 x 38 mm 
Nanozyme®-Dispenser 




Einzelschussvolumen: 10...100 nl 
Dosiervolumen: 10...1000 nl 
Dosierrate: 60 µl/s 
Fluidreservoir (Kartuschen): 100 µl 
Größe:  Handgerät 
Piezoelektrischer Freistrahl-
dispenser 
Fraunhofer-Institut für  Zuver-
lässigkeit und Mikrointegration 
IZM (München) [71, 72]
Si-Membranpumpe, Piezoan-
trieb 
Einzelschussvolumen: 80...100 nl 
Dosierrate: 16...30 µl/s 
gasblasentolerant 
Präzision:  VK = 1 % 
Größe:  7 x 7 x 1 mm 
Kontinuierlicher Fluidstrom 
XXS500 
thinXXS GmbH (Mainz) [73, 74]
Membranpumpe, Piezoan-
trieb 
Volumenstrom:  ≤ 500 µl/min 
Hub:  ca. 0,4 µl (variierbar); 
Größe:  30 x 18 x 7 mm 
Fraunhofer-Institut für  Mikro-
elektronische Schaltungen und 
Systeme IMS (München) [75, 76]
Si-Membranpumpe, Piezo-
antrieb 
Volumenstrom:  < 3 ml/min 
Hub:  0,25 µl; 
gasblasentolerant 
Größe:  7 x 7 x 1 mm 
Universität Rostock 





Volumenstrom:  ≈10...400 µl/min 
Hub:  5 µl 
Forschungszentrum Karlsruhe 
GmbH [79]
Membranpumpe, thermisch Volumenstrom:  ca. ≤ 250 µl/min 
Hub:  0,125 µl  
Größe:  9 x 10 x 8 mm 
Micro Pumpe Typ 7604 
Bürkert Fluid Control System [80]
Membranpumpe Volumenstrom:  ≤ 4 ml/min 
Hub:  ≤ 0,3 µl 
Größe:  16 x 26 x 40 mm 
LPVX 
The Lee Company (USA) [81]
Kolbenpumpe mit Schritt-
motorsteuerung 
Volumenstrom:  > 0,4 µl/min 
Pumpenvolumen:  50; 25; 750 µl 
Präzision:  VK = 0,04...0,4 % 
Genauigkeit:  99,5 % 
Größe:  32 x 32 x 97 mm 
Micropump Inc. [82] Zahnradpumpe Volumenstrom:  ≥ 0,4 µl/min 
micro-Pumpe HP 
Meredos GmbH (Bovenden) [83]
Schlauchpumpe Vol.strom:  0,05 µl/min...27 ml/min 
Anzahl Rollen:  3; 6; 8 
Reproduzierbarkeit:  VK = 0,3 % 
Größe:  75 x 120 x 56 mm 
Mikrozahnringpumpe mzr-2521  




Volumenstrom:  0,15...9 ml/min 
kleinste Dosiermenge:  0,25 µl 
Präzision:  VK = 1 % 
Größe:  ∅ 13 x 75 mm 
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Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 




 Inhaltsverzeichnis       A1 
Einleitung       A3 
 
Enzymatische Reaktionssysteme 
 Glucose + Glucoseoxidase (EC 1.1.3.4) + Katalase (EC 1.11.1.6)       A7 
H2O2 + Katalase (EC 1.11.1.6)       A11 
Harnstoff + Urease (EC 3.5.1.5)       A15 
Saccharose + Invertase (EC 3.2.1.26)       A21 
Fructose + ATP4- + Hexokinase (EC 2.7.1.1)       A25 
L-Ascorbinsäure + L-Ascorbatoxidase (EC 1.10.3.3)       A31 
Ampicillin + Penicillinase (β-Lactamase) (EC 3.5.2.6)       A35 
Phenole + H2O2 + Peroxidase (EC 1.11.1.7)       A39 
Phenole + Tyrosinase (EC 1.14.18.1)       A47 
Oxalsäure + Oxalatoxidase (EC 1.2.3.4) + Katalase (EC 1.11.1.6)       A51
Reaktionssysteme zur Kalibrierung 
 Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan + HCl       A55 
NaOH + HCl       A57 
18-Krone-6 + Ba2+       A61
Ergänzung: Enzymatische Reaktionssysteme, die nur mit IC-Durchflusskalorimeter 
 untersucht wurden 
 Maltose + α-Glucosidase (EC 3.2.1.20)       A65 
Ethanol + Alkoholoxidase (EC 1.1.3.13) + Katalase (EC 1.11.1.6)       A67 
 










In den Datenblättern werden Literaturdaten zu den untersuchten Reaktionssystemen hinsicht-
lich Reaktionsbedingungen, Thermodynamik und Kinetik, sowie Angaben zu den für die ex-
perimentellen Arbeiten verwendeten Bedingungen (Puffer, Enzymkonzentrationen, ...) zu-
sammengefasst.  
Eine umfangreichere Fassung dieser Datenblattsammlung, die zusätzlich zahlreiche Ergebnis-
se der Untersuchungen mit dem IC-Batch-Kalorimeter (meist Kalibrierkurven) und praxisbe-
zogene Hinweise für die analytische Anwendung der Methode enthält, ist im Institut für Phy-
sikalische Chemie der TU BAF vorhanden. 
 
Die Datenblätter in der vorliegenden Arbeit sind nach folgendem Schema aufgebaut: 
 
Reaktion: Angabe der Reaktionsgleichung und gegebenenfalls Hinweise auf Besonderhei-
ten des Reaktionsmechanismus. 
 
Enthalpie: Literaturdaten zur molaren Reaktionsenthalpie ∆RH, in der Regel auf ϑ = 25 °C 
bezogen; eventuell Angaben zu ∆RH unter Verwendung verschiedener Puffer-
systeme, pH-Werte, Cofaktoren, Temperaturen ... 
 
Optimale Reaktionsbedingungen / Kinetische Daten:     In tabellarischer Form werden hier 
Literaturdaten zu Temperatur- und pH-Optima aufgelistet, sowie Angaben zu 
Michaelis-Konstanten KM. Soweit verfügbar, werden Wechselzahlen („turnover 
number“), maximale Reaktionsgeschwindigkeiten rmax, relative Reaktionsge-
schwindigkeiten bei mehreren möglichen Substraten oder eventuelle Besonder-
heiten zur Kinetik angegeben. Temperatur- und pH-Angaben in Klammern be-
ziehen sich auf die von den Autoren verwendeten - nicht zwingend optimalen - 
Bedingungen. Die Liste der Inhibitoren erhebt keinesfalls Anspruch auf Voll-
ständigkeit; hauptsächlich wurden verschiedene Schwermetalle, Puffersubstan-
zen und Substrat- oder Produktinhibierungen aufgenommen.   
 
Vorkommen:     Auflistung verschiedener Medien (Lebensmittel wie Saft, Wein, Bier, Milch; 
klinische Untersuchungsmedien wie Urin, Blutplasma, -serum; Fermentations-
brühen usw.) in denen die jeweiligen Analyten vorkommen und entsprechender 
Referenzwerte für die Konzentration. 
 A3
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Referenzmethoden zur Bestimmung der Substratkonzentration bzw. Enzymaktivität: 
Ohne nähere Beschreibung der Verfahrensweise werden in der klinischen, Le-
bensmittel- und Umweltanalyse übliche Bestimmungsmethoden angegeben. Au-
ßerdem wird auf alternative Methoden, die die gleiche Enzymreaktion nutzen, 
hingewiesen. Wenn möglich, wird die Genauigkeit der Methoden in Form des 
Variationskoeffizienten VK angegeben 
 
Bestimmung der Substratkonzentration bzw. der Enzymaktivität:     Neben Angaben zu 
den bei bisherigen Untersuchungen verwendeten Chemikalien, insbesondere zu 
den Enzympräparaten, werden Hinweise zur Herstellung, Haltbarkeit und Lage-
rung von Enzym- und Substratlösungen aufgeführt.  
Es folgen Informationen zu verwendeten oder empfehlenswerten Einbauvarian-
ten, notwendigen Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten und zur Auswer-
tung der Messkurven. 
 
• Anmerkungen:     Erklärung der Fußnoten 
 
 
Zur Arbeitsweise mit dem IC-Batch-Kalorimeter sind folgende allgemeinen Hinweise zu be-
achten: 
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit:     In der Regel werden alle Lösungen mit dem 
angegebenen Puffer hergestellt bzw. reale Proben entsprechend verdünnt und 
gepuffert, so dass keine pH-Änderungen durch die Zugabe auftreten und unnöti-
ge Konzentrationsänderungen vermieden werden. 
Die Vorschriften zur Herstellung der Enzym- oder Substratlösungen beruhen auf 
Ergebnissen, Erfahrungen bzw. der mitgeteilten Vorgehensweise der jeweils  ge-
nannten Bearbeiter. 




Einbau: In der Regel wird die Substratlösung auf dem Chip vorgelegt (3,0 µl) und die 
Enzymlösung aus der Hamiltonspritze zudosiert (4,4 µl). Der Sättigungsring 
wird mit der gleichen Lösung benetzt (4 µl), die auch auf dem Chip vorgelegt 
wird.  
Unter Umständen sind davon abweichende Einbauvarianten sinnvoll. 
 A4
Einleitung 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten:     Eine Korrektur um die Verdün-
nung der Enzymlösung und den Dosiereffekt ist nicht notwendig, wenn zur Kon-
zentrationsbestimmung nur der Anstieg der Kalibriergerade genutzt wird. Die 
Substratverdünnung muss berücksichtigt werden, da sie je nach Probenmatrix 
und Substrat-/Analytkonzentration unterschiedlich sein wird. 
 
Auswertung:     Die Auswertung der Messkurven (Akkumulation, Integration, Modellierung) 
erfolgt mit entsprechenden MATLAB-Programmen. Um unnötig große Mess-
wertdateien zu vermeiden, wird die Zeitachse der Messung im Allgemeinen 
nicht gespeichert, sondern bei der Auswertung aus der Tastzeit T0 erzeugt.  
 
 A5
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A6
Glucose + Glucoseoxidase 
Glucose + Glucoseoxidase (EC 1.1.3.4) + Katalase (EC 1.11.1.6) 
 
 
• Bestimmung der Glucosekonzentration Î nahezu problemlos möglich 








      D-Gluconsäure 
GOD 
+ H2O Katalase 
 







  - Die Reaktion ist spezifisch für β-D-Glucose. 
 
 
Enthalpie: -225 kJ/mol   
(-125 kJ/mol Glucoseoxidation + -100 kJ/mol H2O2-Zersetzung) [A1-A4]
 
Die molare Reaktionsenthalpie bzw. Reaktionswärme (integraler Effekt) ist 
unabhängig von der „Art“ der eingesetzten Glucose: α-Glucose oder Gemisch 
von α- und β-Glucose (Mutarotationsgleichgewicht). [A3]
 
 



















 turnover number:  
ca. 20.000 min-1
GOLDBERG [A6] kein Eintrag in Datenbank 
GOLDBERG [A7] vgl. BOHMHAMMEL [A3]
BERGMEYER [A8] 5,6  33 / 110 (1)   
BOHMHAMMEL [A3] (25) (6,86) 41,8 (2)  rmax = 106 µmol l-1 s-1   (2)
Katalase 
BRENDA [A5] (a) ca. 5...10 40...70 2...25 Azid, F-, CN-, 
H2O2 > 0,1 M 
turnover number:  
980.000 min-1
GOLDBERG [A6] kein Eintrag in Datenbank 
GOLDBERG [A7] (7,0) (25)    
BERGMEYER [A8] 4...8   H2O2 > 0,1 M,
Azid 





Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Vorkommen: 
 
 Glucose-Konzentration   [mmol/l] Literaturquelle 
Fruchtsaft  55...440    (Pflaumensaft: 1300) [A9 - A11] 
Cola u. ä. 40...300 [A9] 














Serum / Plasma 3,6...5,6 normal; 1...24 
3,9...5,8 normal; krankhaft <3,8 und bis >11,1 
[A16, A17] 
[A18] 
Urin 0,1 normal; pathologischer Bereich bis >50  [A17] 
 
 
Referenzmethoden zur Bestimmung der Glucosekonzentration: 
 
in klinischer Analyse, Lebensmittelanalyse:  
- Hexokinase-Methode (photometrisch) [A15, A18,  A19]
(Messungenauigkeit  [A18] Blut Æ VK = 1,3 % bei 3,8 mmol/l 
         Urin Æ VK = 0,8 % bei 2,77 mmol/l) 
 
mit gleichem Enzym 
- photometrisch: mit GOD, POD und o-Dianisidin [A8]
(Messungenauigkeit: VK = 3,3 % bei ca. 5 mmol/l); 
                           mit GOD, POD und Aminopropyltriethoxysilan [A20]
- amperometrisch: verschiedene Elektroden mit immobilisierter GOD; z. T. mit Katalase, mit 
Mediator (statt O2), in Membran, in Graphit, ... 
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [z. B. A21, A22]
 Si-Chip mit Flow-Kanal und immobilisierten Enzymen [z. B. A7, A22]
 A8
Glucose + Glucoseoxidase 
Bestimmung der Glucosekonzentration: 
 
Puffer: Acetatpuffer (MICHAELIS-Puffer)  0,1 M   pH 4,6 
Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN)  0,1 M   pH 6,86   (bevorzugt)  
 TRIS-Puffer    0,1 M pH 8,0 
 
Enzyme: GOD aus Aspergillus niger ( I Biozyme; II SERVA); lyophil.; ca. 180 bzw. 298 U/mg 
    Katalase aus Aspergillus niger (SERVA); lyophil.; ca. 2000 U/mg 
 
Arbeitsweise: [nach A. WOLF [A23]]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung: 2,0 mg/ml GOD I + 0,2 mg/ml Katalase 
        (Æ 360 U/ml   GOD  +  290 U/ml  Katalase) 
 
- Enzymlösung ist im Kühlschrank einige Tage haltbar (mind. 3 Wochen [A8]); kann zur länge-
ren Lagerung auch portionsweise z. B. in „Eppendorfhütchen“ eingefroren werden. 




  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung (bis ca. 10 mmol/l Glucose) 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung  
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
 
(1) -             Phosphat-Puffer  pH 5,6   25 °C 
(2) -  0,1 M Phosphat-Puffer  pH 6,86 25 °C 
 
 A9





H2O2 + Katalase 
H2O2 + Katalase (EC 1.11.1.6) 
 
 
• Bestimmung der H2O2-Konzentration Î problematisch 
 
• Bestimmung der Katalase-Aktivität Î gut möglich, auch zur Untersuchung von  




Reaktion: [A8]    (I)                 H2O2        H2O + ½ O2 „katalatische Aktivität“ 
   




       (DH2 = H-Donor, z. B. Methanol, Ethanol, Ameisensäure, Phenole) 
 
 
Enthalpie: -100,4 kJ/mol   
 
 















BRENDA [A5] (a) ca. 5...10  40...70 2...25 Azid, F-, CN-, 
H2O2 >0,1 M 
turnover number:  
980.000 min-1  (a)
GOLDBERG [A6] kein Eintrag in Datenbank 
GOLDBERG [A7] (7,0) (25)    
BERGMEYER [A8] 4...8   H2O2 >0,1 M 
Azid, Cyanid 
Reaktion 1. Ordnung  
(keine Substratsättigung) 
kI ≈ 107 l mol-1 s-1 





 Konzentration Literaturquelle 
H2O2
Milch <0,1 %    (als Konservierungsmittel in Dtld. nicht erlaubt;  
                 Kontamination durch Gerätereinigung möglich) 
[A16] 
Regenwasser <10-7...10-4 mol/l [A24] 
Katalase 
Milch nur bei Verunreinigungen bzw. Eutererkrankungen [A8] 
Mehl  [A8] 
Blut um 300 k/g Hb (b) [A8] 
Gewebe variiert stark [A8] 
 
 A11
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Referenzmethoden zur Wasserstoffperoxid-Bestimmung:  
 
- elektrochemisch [z. B. A24]
- Fluorometrie, Chemilumineszens, Photometrie 
- Biosensoren mit immobilisierter Katalase oder Peroxidase (photometrisch, fluorimetrisch, 
Chemilumineszens, akustisch, elektrochemisch) [A25]
 
in Umweltanalytik (Wasseranalyse):  
- photometrisch: mittelsTitanoxidsulfat-Lösung (DIN 38409-H 15  1987-06) [A26]
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Katalase [wenn nicht anders vermerkt: A8] : 
 
A) Messung des H2O2-Verbrauchs 
   - photometrisch: direkte Verfolgung der Spaltung von H2O2) 
(Messungenauigkeit: VK = 2...3 % bei 300 k/g Hb (b)); 
 mit Titansulfat; Titantetrachlorid; Vanadinsäure 
   - titrimetrisch: Rücktitration des verbleibenden H2O2 oder Perborat (beständiger als H2O2)  
permanganometrisch   (Messungenauigkeit: ±3...5 %); 
  iodometrisch 
 
B) Messung der O2-Produktion 
   - polarographisch 
   - Sauerstoffelektrode 
   - manometrisch 
 




E) „Siebtests“ (zur orientierenden Schätzung der Katalaseaktivität im Blut)) 
- z. B. Steighöhe (Blut in H2O2-Lösung Æ Schaumbildung) 
(Messungenauigkeit: ±10...20 %); 
 A12
H2O2 + Katalase 
Bestimmung der H2O2-Konzentration: 
 
Puffer: Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN)  0,1 M   pH 6,86   
 
Enzym: Katalase aus Aspergillus niger (SERVA); lyophil.; ca. 2000 U/mg 
 
Arbeitsweise: [nach A. WOLF]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung: 0,2 mg/ml Katalase         (Æ 400 U/ml  Katalase) 
 
- Enzymlösung ist im Kühlschrank einige Tage haltbar (mind. 3 Wochen [A8]), kann zur länge-
ren Lagerung auch portionsweise z. B. in „Eppendorfhütchen“ eingefroren werden. 
- H2O2-Lösungen täglich frisch herstellen, evtl. kühl lagern. 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung  
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung      
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
 
• Unbedingt konstante Temperierzeit einhalten (langsame Zersetzung des H2O2)! 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Katalase-Aktivität: 
 
Puffer: Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN)  0,1 M   pH 7   
 
Enzym: Katalase aus Aspergillus niger (SERVA); lyophil.; ca. 2000 U/mg 
 
Arbeitsweise: [nach GRAEBNER [A20]]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- H2O2-Lösung: ca. 20...40 mmol/l   (keine explizite Angabe in [A20]; entspricht den angegebenen Kon-
zentrationen bei den zum Vergleich verwendeten photometrischen 
Bestimmungen) 
 
- H2O2-Lösungen täglich frisch herstellen, evtl. kühl lagern. 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Enzymlösung oder Immobilisat + 3 µl Puffer 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Substratlösung      
  im Sättigungsring:  4,0 µl Puffer 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 




-  dynamische Korrektur („Entschmierung“) der Messkurven  
-  Ermittlung der Geschwindigkeitskonstante aus der Abklingkurve (Reaktion verläuft nach 




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
(b) -  Die Festlegung von internationalen Katalase-Einheiten (U) ist aufgrund der „abnormen“ 
Kinetik schwierig. Es wird die direkte Verwendung der Geschwindigkeitskonstante der 
Reaktion 1. Ordnung empfohlen. Als Maß für die Erythrocytenkatalase (Blut) dient z. B. 




Harnstoff + Urease 
Harnstoff + Urease (EC 3.5.1.5) 
 
 
• Schwermetall-Bestimmung (Cd) über Inhibierung der Urease Î möglich 
   erreichte Nachweisgrenze (1 ppm) liegt um Faktor 200 über Trinkwassergrenzwert 
 
• Bestimmung der Harnstoffkonzentration Î gut möglich  
NWG / Auflösung ca. 2...3 mmol/l 
 
 
  + H2O Urease (NH2)2CO + H2O             H2NCOO-  +  NH4+                   Hydrolyseprodukte  Reaktion:  
 
  
- Zu Einzelheiten der Folgereaktione
 - Die Reaktion ist spezifisch für Harnstoff. 
n (pH-abhängige Produktverteilung) und 
 
nthalpie: -(26,5 ± 1,5) kJ/mol für enzymatisch katalysierte Teilreaktion [A27, A28] 














                    [A28] 









 -50,9 ± 1,4 





-48,3 ± 1,0 
-61,0 ± 0,9 






            
[A29] 
                      [A28] 










  -8,4 ± 1,0 
-20 
7 -18,
  -7,1 ±





                     
HEPES  7,0 
6,6 
-42,0 ± 1,1 
-40,0 ± 0,9 
                      [A28] 
                      [A32] 
Maleat 6,7  -56,7 [A6, (A29)] 
Citrat 6,7  -21,9 ± 0,6 [A29] 
MES 6,3  -46,0 ± 1,2                       [A28] 
 
 A15
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 

















ca. 5...9  ca. 
40...60 




GOLDBERG [A6] (ca. 7) 25...40    
BERGMEYER [A8] 7,0 (a) 
(abh. von 
Puffer) 
 10,5 (a) (4)
4,0 (a) 
F-, NH4+, Na+, 
K+
PO43- aktiviert
Wechselzahl: (20 °C) 
4,6·105 mol Harnstoff / mol min 
OEHMGEN  
[A27, A28]
6,0...8,0  2,9 (1)
4    (2)
7,1 (3)
rmax = 46,4 µmol l-1 s-1   (1)
 
rmax = 43,2 µmol l-1 s-1   (3)
OEHLSCHLÄGER 
[A32]









 Konzentration  [mmol/l] Literaturquelle 
Harnstoff 
Milch 1,7 [A14] 
Blut 3,6...5,4 [A16] 
Serum / Plasma 3,0...8,3 
2,5...8,0  




Urin ca. 200...400 [A18] 
Wasser (Schwimmbad~)   
Cd 
Trinkwasser TVO-Grenzwert: 5 ppb [A33] 
 
 
Referenzmethoden zur Harnstoffbestimmung: 
 
in klinischer Analyse / Lebensmittelanalyse:  
Urease-Glutamatdehydrogenase-Methode (photometrisch) [A18, A19, A34]
(Messungenauigkeit  [A18]:  Blut Æ VK = 2,6 % bei 5,8 mmol/l 
                                                  Urin Æ VK = 2,4 % bei 276 mmol/l) 
 
 A16
Harnstoff + Urease 
mit gleichem Enzym 
- photometrisch: mit Urease und Indikatorreaktion mit Phenol und Hypochlorit [A8]
(Messungenauigkeit: VK = 2 % bei 5,2 mmol/l); 
mit Urease und Glutamatdehydrogenase + NADH [A8]
(Messungenauigkeit: VK = 4,5 % bei 5,2 mmol/l); 
- amperometrisch: Elektroden (z.B. pH-sensitiv) mit immobilisierter Urease  
- kalorimetrisch: Enzymthermistor mit immobilisierter Urease [A22]
 Si-Chip mit Flow-Kanal und immobilisierten Enzymen [A7, A22]
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Urease: 
 
- elektrochemisch: Leitfähigkeitsänderung [Ref. in A27]
- photometrisch: mit Harnstoff und Glutamatdehydrogenase + NADH [A8]
(Messungenauigkeit: VK = 2,8 % bei ca. 0,4 U/ml); 
 
 A17
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Urease-Aktivität Æ Inhibierung durch Schwermetalle (Bsp.: Cd) 
 
Puffer: 0,1 M HEPES-Puffer   pH 6,6 
 
Enzym: Urease aus Schwertbohnen („Jack bean“) (SERVA); lyophil.; ca. 90 U/mg [A27] (2) (b) 
 
Arbeitsweise: [nach R. OEHMGEN [A27]]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Substratlösung: 7 mmol/l Harnstoff in Puffer 
- Enzymlösung:  (I) Enzym-Stammlösung: z. B. 3,2 mg/ml Urease in Puffer  (Æ ca. 290 U/ml) 
 (II) Cadmium-Standardlösung (Titrisol, Merck): 1 g/l Cd in Wasser 
  bzw. reale Probe 
 (III) Untersuchungslsg.: x µl Lösung II + (200-x) µl Puffer + 200 µl Lösung I 
      20...30 min Inkubationszeit 
 
- Harnstofflösung täglich neu ansetzen [A8]
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung (7 mmol/l Harnstoff) 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung III (ca. 2...14 µg Urease)     
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Von OEHMGEN wurde keine Korrektur der Messkurven um Verdünnungs- oder Dosiereffek-
te vorgenommen, u. a., da „die auftretenden Verdünnungswärmen ... sehr gering im Ver-
gleich zu den Reaktionswärmen“ sind. [A27]
 
Auswertung [A27]
- dynamische Korrektur („Entschmierung“) der Messkurven  
- Ermittlung der Geschwindigkeitskonstante vorzugsweise aus dem hinteren Abschnitt der 
Abklingkurve (Reaktion ist so weit fortgeschritten, dass der größte Teil des eingesetzten 
Harnstoffs bereits verbraucht ist und cHarnstoff (t) « KM angenommen werden kann Æ Wärme-
leistungskurve kann näherungsweise nach Zeitgesetz 1. Ordnung beschrieben werden.) oder 
aus der Peakhöhe 
 
 A18
Harnstoff + Urease 
Bestimmung der Harnstoffkonzentration: 
 
Puffer: Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN)  0,1 M   pH 6,86   
 
Enzym: Urease aus Jack bean (= Schwertbohne) (SERVA); lyophil.; ca. 90 U/mg [A27] (2) (b) 
 
Arbeitsweise: [nach R. Oehmgen [A35]]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Urease-Lösung:  3,2 mg/ml          (Æ ca. 290 U/ml) (Angabe nicht sicher!) 
 
- Harnstofflösung (zu Kalibrier- und Vergleichszwecken) täglich neu ansetzen [A8]
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung    
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung  
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
• Von OEHMGEN wurde keine Korrektur der Messkurven um Verdünnungs- oder Dosieref-
fekte vorgenommen, u. a., da „die auftretenden Verdünnungswärmen ... sehr gering im Ver-
gleich zu den Reaktionswärmen“ sind. [A27]
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
(b) - Aktivitätsangabe lt. Hersteller: 
 1. Unit-Definition: 1 U = 1 µmol/min NH3 aus Harnstoff freigesetzt Æ ca. 200 U/mg 
 2. Unit-Definition: 1 U = 1 µmol/min Harnstoff umgesetzt Æ ca. 90 U/mg 
 
(1) -             HEPES-Puffer    pH 7,0   25 °C 
(2) -  0,1 M HEPES-Puffer    pH 6,6   
(3) -   0,1 M Phosphat-Puffer  pH 6,86 
(4) -             Phosphat-Puffer  pH 7  25 °C 
 A19
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 
 A20
Saccharose + Invertase 
Saccharose + Invertase (EC 3.2.1.26) 
 
 
• Bestimmung der Saccharosekonzentration Î möglich 




Reaktion:  Saccharose  +  H2O   α-D-Glucose  +  D-Fructose Invertase
 
- Abspaltung endständiger unsubstituierter β-D-Fructofuranosylreste von Zuckern 
(β-D-Fructofuranoside); auch höhere Saccharide werden gespalten, wobei die 
Hydrolysierbarkeit mit der Anzahl der Galactosereste abnimmt. (Saccharose, 
Raffinose, Inulin, Stachyose, Gentianose) [A5, A8]
 
 
Enthalpie: -15,4 kJ/mol  [A36]
-15,00 kJ/mol  [A6, A37] (3)
-14,61 / -17,66 / -14,91 / -14,12 / -12,73  [Ref. in A37] (5)
 
-15,25 kJ/mol   (Raffinose) [A6] (4) 
-14,93 kJ/mol   (Stachyose) [A6] (4)    bei 25 °C 
 
 















BRENDA [A5] 3,5 
 






Amine, Cd2+, Cu2+, 
Hg2+, I2, NH4+, Pb2+, 
Harnstoff 
sehr instabil 
bei pH >6 
GOLDBERG [A6] (ca. 4,5) (≥ 25)    
BERGMEYER [A8] 4,7...4,9  9,1 (1)
25 
16,7 
Cu2+, Hg2+, Ag+  
HÜTTL [A36] (4,6) (25) 46 (2) Ag+  
COMBES [A38, A39] (4,5) (25) 49 (2)
42 (2)
  
Fa. ROCHE [A40] 4,6 25    
 
 A21
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 Vorkommen: 
 
 Saccharose-Konzentration   [mmol/l] Literaturquelle 
Fruchtsaft  30...200 [A9 - A11] 
Cola u. ä. bis ca. 250 [A9] 
Bier ca. 3 [A9, A13] 
Likör bis ca. 1000  
 
 
Referenzmethoden zur Bestimmung der Saccharose-Konzentration: 
 
in klinischer Analyse, Lebensmittelanalyse:  
photometrisch: mit Invertase, Hexokinase + ATP und Glucose-6-phosphat-dehydrogenase + 
NADP+ [A8, A19]
(Messungenauigkeit: VK 4,6 % bei 80,4 mg/g Limonade) [A8]
 
mit gleichem Enzym 
- Änderung der optischen Drehung nach Invertierung  [A8]
- amperometrisch: verschiedene Elektroden mit immobilisierter Invertase, z. T. coimmobili-
siert mit GOD (+ Mutarotase) [z. B. A41- A43]
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [z. B. A21, A22]
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Invertase: 
 
- Änderung der optischen Drehung bei Saccharose-Invertierung  [A8]
- photometrisch: mit Saccharose, Folgereaktionen mit Hexokinase, PGI und Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase  [A8]
- photometrisch:  mit Saccharose, Folgereaktionen mit GOD und POD + Farbstoff (o-Dianisi-
din-hydrochlorid)  [A8] 
(Messungenauigkeit  [A8]: VK 2,5 % bei 38,80 U/ml (Parallelbestimmungen mit glei-
chen Lösungen) 
                                         VK 5 % bei 69,85 U/ml    (mit jeweils frisch angesetzten 
Reagentien) 
- photometrisch: mit Saccharose, Folgereaktionen mit GOD und POD + Farbstoff (2,2‘-Azi-
no-bis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsäure)  [A8] 
 A22
Saccharose + Invertase 
Bestimmung der Saccharosekonzentration: 
 
Puffer: Acetatpuffer (MICHAELIS-Puffer)  0,1 M   pH 4,6 
 




Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung: 10 mg/ml Invertase         (Æ ca. 3000 U/ml) 
 
- Enzymlösung ist im Kühlschrank ca. 2 Monate haltbar. [A8]
- Saccharoselösungen (zu Kalibrier- und Vergleichszwecken) frisch herstellen, evtl. kühl la-








[nach A. WÜRSIG [A45]]
auf Chip vorlegen:  Invertase I
20 mg/ml 












10 mg/ml ? 





Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
 
(1) -              Maleat-Puffer   pH 4,6   
(2) -  0,05 M  Acetat-Puffer   pH 4,5 bzw. 4,6 25 °C 
(3) -  0,1 M   Acetat-Puffer   pH 5,65    25 °C 
(4) -  0,1 M   Acetat-Puffer   pH 6,00  25 °C 
(5) -  z. T. Ergebnisse für die nichtenzymatische saure Katalyse der Hydrolysereaktion 
 
 A23
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 
 A24
Fructose, Glucose + Hexokinase 
Fructose + ATP4- + Hexokinase (EC 2.7.1.1) 
 
 
• Bestimmung der Fructosekonzentration Î möglich  




Reaktion:  D-Hexose + ATP4-               D-Hexose-6-phosphat2- + ADP3- + H+
 
   
 bzw. D-Hexose + Mg-ATP2-    D-Hexose-6-phosphat2- + Mg-ADP- + H+
 
- Zu Einzelheiten des Reaktionsmechanismus siehe [A46-A48]
- Phosphorylierung von D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose, D-Glucosamin, 
2-Desoxy-D-Glucose; nicht aber von L-Arabinose, D-Xylose, D-Lyxose, L-
Rhamnose, D-Galactose, Saccharose, Lactose, Maltose, Trehalose, Raffinose, 
N-Acetyl-D-Glucosamin  
- Phosphat-Donatoren können sein: ATP, dATP, ITP, UTP, CTP, GTP (in die-
ser Reihenfolge mit abnehmender Reaktionsgeschwindigkeit). [A49]  
- Phosphatgruppen können auch von ATP auf Wasser übertragen werden. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit ist dabei etwa 20.000 bzw. 800.000 mal geringer 










∆RH  [kJ/mol] 
Substrat 
nur enzymat. Reaktion (b) inkl. Pufferprotonierung (TRIS) 
D-Fructose -15,0 -63,0  (3)
D-Glucose -27,6 -74,9  (4)







Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 


























Mg2+ (oder Mn2+) 
absolut notwendig 
GOLDBERG [A6] (7...9) (25...37)   Mg2+
BERGMEYER [A8]   0,1 (Glucose)  (5)
0,7 (Fructose) (5)
0,05 (Mann.)  (5)





(Ki = 9,1 mM) (6)
1,0   relative Umsatz- 
1,8    geschwindigkeit 
0,8   (s. Spalte KM) (5)
 
Kc = 155 bei Überschuss, 
Kc = 386 bei katalyt. 









2,6 (Mg2+)      (9)
EDTA, Hg2+, 
G-6-P (1)
1,0   relative Umsatz- 
1,8    geschwindigkeit 
0,8   (s. Spalte KM) (9)
 
nur in Anwesenheit von 
Mg2+ aktiv; Katechola-





 Konzentration   [mmol/l]  
 Fructose Glucose Mannose Literaturquelle 
Fruchtsaft  bis ca. 400; vielfach 1:1  [A9 - A11] 
Cola u. ä. ca. 200...300 40...300  [A9] 
Wein  5...210; (1:1 ?)  [A9, A12] 




Likör bis ca. 1000   
Milch -- 0,28  [A14] 
Blut x x  [A19] 
Serum x x  [A19] 
Urin x x  [A19] 
Fermentationsmedien x x  [A19] 




Fructose, Glucose + Hexokinase 
Referenzmethoden zur Konzentrationsbestimmung von Glucose, Fructose, Mannose: 
 
in klinischer Analyse / Lebensmittelanalyse:     photometrisch (kombiniert) [A19]
- mit HK + ATP, Folgereaktionen: Glucose: --- 
 Fructose: Phosphoglucose-isomerase (PGI) 
     Mannose: Phosphomannose-isomerase, PGI 
Detektion: mit Glucose-6-phosphat-dehydrogenase + NADP+  
 
mit gleichem Enzym 
- photometrisch: FIA mit immobilisierten Enzymen (HK + PGI + Glucose-6-phosphat-
dehydrogenase) Æ Glucose, Fructose [A50]
- kalorimetrisch: Enzymthermistor Æ nur Glucose [z. B. A22]
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Hexokinase: 
- photometrisch: mit Glucose + ATP, NADP + Glucose-6-phosphat-dehydrogenase [A8, A49]
 
 A27
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Fructosekonzentration (Glucose analog): 
 
Puffer: TRIS-Puffer  1 M   pH 8,0  +  0,1 M MgCl2
 
Enzym: Hexokinase aus Hefe (Boehringer Mannheim); lyophil.; > 70 U/mg 
 
Arbeitsweise: [nach K. OEHLSCHLÄGER]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- (I)  Hexokinase-Stammlösung: 10 mg/ml   
- (II) ATP-Na2-Stammlösung: 66 mg/ml = 120 mmol/l   
- (III) Enzymlösung: Lösungen (I) und (II) im Verhältnis 1:1 mischen   
Æ 3,5 U/ml HK + 60 mmol/l ATP       
 
- Lösungen (I) und (II) sind im Kühlschrank einige Tage haltbar.  
  Lösung (III) möglichst frisch verwenden, da ATP langsam abgebaut wird (s. o.) 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Enzymlösung + Filz ? (1,1 U HK + 180 nmol ATP) 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Substratlösung   
  im Sättigungsring:  4,0 µl Puffer 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit ATP-Puffer-Lösung statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
(b) -  ∆RH° bei 298,15 K und I = 0 
 
(1) -  pH 8,0   25 °C 
(2) -  0,1 M Triethanolamin-Puffer   25 °C 
(3) -  0,18 mol/kg  TRIS-Puffer  pH 8,61 + MgCl2 25 °C 
(4) -  0,1 M  TRIS-Puffer  pH 8,0 + MgCl2  25 °C 
(5) -  Phosphat-Puffer  pH 7,4    30 °C 
 A28
Fructose, Glucose + Hexokinase 
(6) -  Tetramethylammoniumchlorid-Puffer  pH 8,0  25 °C 
(7) -  pH 6,0   30 °C  ( Kc = [G-6-P][ADP] / [Glucose][ATP] ) 
(8) -  TRIS-Puffer  pH 7,6   28 °C 
(9) -  pH 7,5   30 °C  
 A29
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A30
Ascorbinsäure + Ascorbatoxidase 
L-Ascorbinsäure + L-Ascorbatoxidase (EC 1.10.3.3) 
 
 
• Bestimmung der Ascorbinsäure-Konzentration (Vitamin C) Î möglich 




















Enthalpie: keine Angaben 
 
ca. -180 kJ/mol    abgeschätzt aus der Veränderung von Bindungsenthalpien [A51] 



















BRENDA [A5] 5,5...6,0 
 
 0,181...1,125 (a)




Azid, CN-, Cu2+, 
F-, Citrat, H2O2, 




GOLDBERG [A6] kein Eintrag 
BERGMEYER [A8] kein Eintrag 
NAKAMURA [A52] 5,5...7,0 (25)  Azid  
Fa. BOEHRINGER 
MANNHEIM [A19]
   Sorbitol >7,4 g/l 
Oxalat >10 mg/l 
 
Fa. KIKKOMAN[A53] ca. 6,0 50 0,33   




Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Vorkommen: 
 
 Ascorbinsäure (Vitamin C) -Konzentration   [mmol/l] Literaturquelle 




Wein 0...0,2 [A56] 
Bier   
Milch   
Fleisch, Kartoffeln, Mehl   
Vitamin-Tabletten ca. 100...200 mg pro Tablette  
Serum / Plasma ca. 0,01...0,09 [A18, A57, A97] 
Urin 0,06...0,50 [A98] 
 
 
Referenzmethoden zur Bestimmung der Ascorbinsäure-Konzentration: 
 
in klinischer Analyse, Lebensmittelanalyse:  
- colorimetrisch: mit Tetrazolinsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolin-
bromid) + PMS (5-Methylphenazinmethylsulfat) in Formazan; als Diffe-
renz: Probe mit allen reduzierenden Substanzen und Probe mit vorher durch 
Ascorbatoxidase zerstörter Ascorbinsäure [A19]
 
mit gleichem Enzym 
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [A22]
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Ascorbatoxidase: 
- manometrisch: Sauerstoffverbrauch mit Ascorbinsäure  [A58]
 A32
Ascorbinsäure + Ascorbatoxidase 
Bestimmung der Ascorbinsäure-Konzentration: 
 
Puffer: Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN) 0,1 M   pH 5,6 
 
Enzym: Ascorbatoxidase aus Cucurbita sp. (SIGMA); lyophil.; 33,5 U/mg
 (cucurbita = Kürbisgewächs) 
 
Arbeitsweise: [nach A. WOLF]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung: gesamte Probe (250 U lt. Herstellerangabe) in 1,5 ml Puffer lösen   
  Æ  ca. 170 U/ml AAO     
 
- Vitamin C-Brausetablette (180 mg Vit C / Tablette):  
Tablette in ca. 20 ml H2O lösen, entgasen (Wasserstrahlpumpe), auf 25 ml auffüllen; 
verdünnen: 200 µl Lösung + 800 µl Puffer 
- Vitamin C-Dragee (100 mg Vit C / Dragee): 
 Dragee wiegen, mörsern, in 10 ml H2O lösen (Einwaage!), filtrieren; 
 verdünnen: 500 µl Lösung mit Puffer auf 5 ml auffüllen 
 
- Enzymlösung ist im Kühlschrank ca. 2...3 Wochen haltbar. [vgl. A53]
- Ascorbinsäurelösungen (zu Kalibrier- und Vergleichszwecken) frisch herstellen. Konzentra-
tionsreihen nicht durch Verdünnen herstellen. 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Enzymlösung + Filz  
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Substratlösung   
  im Sättigungsring:  4,0 µl Puffer  (um Enzymlösung zu sparen) 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
 A33
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A34
Ampicillin + Penicillinase 
Ampicillin + Penicillinase (β-Lactamase) (EC 3.5.2.6) 
 
 
• Bestimmung der Penicillinkonzentration Î möglich  




Reaktion:  hydrolyt. Spaltung des β-Lactamringes von Penicillinen und Cephalosphorinen 
 



















Enthalpie: bei 25 °C    [A6]
 








Æ berechnet für Referenzrkt. (b) -73,7 ± 0,4 





















































Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 















BRENDA [A5] 6...7 50  0,06  (Pen G) 
0,5    (Amp) 
 
0,05...9,5  (versch. 




≈100.000 min-1 (Pen G) 
>300.000 min-1  (Amp) 
GOLDBERG [A6] (6...8)    K=9,4·10-7 (Pen G) (b)
K=6,0·10-6 (Amp) (b)
BERGMEYER [A8] kein Eintrag 







 Konzentration   [mmol/l] Literaturquelle 
Milch Pen G, Amp: 4 µg/kg        (= ca. 10 nmol/l) [A61, A62] 
Muskulatur; Leber, Niere, 
Fett von Schlachttieren 
Pen G, Amp: 50 µg/kg [A61] 
Futtermittel   
Blut, Serum, Urin   
Fermentationsmedien   
 
 
Referenzmethoden zur Konzentrationsbestimmung von Penicillinen: 
 
in Lebensmittelanalyse:      
- Hemmtests (Wachstumshemmung von Testorganismus auf Nährstoffboden; Vergleich vor 
und nach Behandlung der Proben mit Penicillinase) [A62]
 
mit gleichem Enzym 
- amperometrisch: (pH-sensitive) Elektroden mit immobilisierter Penicillinase [z. B. A43, A63, A64]
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [z. B. A22, A65]
      Si-Chip mit Flow-Kanal und immobilisierten Enzymen [A7, A22]
 A36
Ampicillin + Penicillinase 
Bestimmung der Ampicillin-Konzentration (Penicillin G analog): 
 
Puffer: TRIS-Puffer  0,1 M   pH 7,5 
 
Enzym: Penicillinase aus Bacillus cereus (SERVA); lyophil.; 44,6 U/mg 
 
Arbeitsweise: [nach A. Wolf]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung:  1 mg/ml Penicillinase Æ ca. 45 U/ml    
 
- Ampicillinlösungen möglichst frisch verwenden, kühl lagern.   
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung + Filz  
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung    
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
(b) -  Aus den Ergebnissen berechnet für chemische Referenzreaktion (T = 298,15 K; Im = 0): 
 Ampicillin- (aq)  +  H2O (l)   Ampicillinsäure2- (aq)  +  H+ (aq) 
 Penicillin G- (aq)  +  H2O (l)   Penicillinsäure2- (aq)  +  H+ (aq) 
 (Im - Ionenstärke [mol/kg] ) 
 A37
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A38
Phenole + H2O2 + POD 
Phenole + H2O2 + Peroxidase (EC 1.11.1.7) 
 
 
• Cyanid-Bestimmung über Inhibierung der Peroxidase Î möglich 
    erreichte Nachweisgrenze 0,6 ppb [A27] liegt unterhalb des TVO-Grenzwertes (50 ppb) 
 
• Bestimmung der Konzentration der Phenolkomponente Î möglich 
    Nachweisgrenze für Phenol, Guajakol, p-Kresol ca. 1 mmol/l 




Reaktion: - Reaktionsverlauf ist vom Substrat DH2 (Wasserstoff-Donor) abhängig;  
- zwei aufeinanderfolgende 1-Elektronen-Schritte;  
- radikalische Zwischenprodukte;  
- oft komplizierte Sekundärreaktionen, unbekannte Reaktionsprodukte; 
Æ keine allgemeine Reaktionsgleichung; im einfachsten Fall: [A8]  
 
 H2O2  +  DH2           2 H2O  +  D   
POD 
 
 Bsp.: 4 H2O2  +  4 Guajakol         8 H2O  + Oktadehydro-tetraguajakol  [A8] 
 
- zu Einzelheiten des Reaktionsverlaufs, Folgereaktionen und Kinetik siehe [A8, 
A66, A67]
- relativ spezifisch bezüglich des H-Akzeptors (außer H2O2 nur Acetyl-, Methyl-, 
Ethylhydroperoxid), aber sehr geringe Spezifität gegenüber dem H-Donor. [A8]
 
 
Beispiele für Substrate / Produkte / Enthalpie: 
 
Phenolkomponente DH2 Produkt D 
Stöchiometrie 
DH2 : H2O2 : D 
Brutto- 
Reaktionsenthalpie  
∆H  [kJ/mol DH2] 
Phenol  1 o,o´-Biphenol  16   [A68] 2 : 2 : 1  [A67] -272 ± 22  (a)  [A69]
Catechol  2    
Pyrogallol  3 Purpurogallin 17     [A70]   
4-Chlorphenol, 
2,4-Dibromphenol, 
2,4,6-Trichlorphenol   [A5]
   
p-Kresol  4   -120 ± 4    (a)  [A69]
p-Hydroxybenzoat  5  [A5]    
Guajakol  6 Oktadehydro-tetra-
guajakol  18           [A8]
4 : 4 : 1  [A8] -203 ± 5    (a)  [A69]
POD 
 A39
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Phenolkomponente DH2 Produkt D 
Stöchiometrie
DH2 : H2O2 : D
Brutto- 
Reaktionsenthalpie  
∆H  [kJ/mol DH2] 
Homovanillinsäure  7                19             [A71] 2 : 1 : 1  [A71]  
Hydrozimtsäure  8      [A5]    
Anilin   9                    [A72]    
o-Phenylendiamin 10 [A73] 2,3-Diaminophenazin  20 2 : 3? : 1  [A73]  
Naphthol   11             [A72]    
8-Hydroxychinolin 12 [A72]    
4-Aminophenazon  13 
(4-Aminoantipyrin)    [A5]
   
o-Dianisidin  14          [A5]    
Ascorbinsäure   15     [A11] Dehydroascorbinsäure 21 1 : 1 : 1  [A11]  
Thiocyanat SCN-       [A4] oxid. Thiocyanat OSCN- 1 : 1 : 1  [A4]  
   
 
 















BRENDA [A5] 4,5...6 40...50  0,052   (H2O2) 
10,5     (Guajakol)




GOLDBERG [A6] kein Eintrag 
BERGMEYER [A8] um 7    k1, H2O2 = 9·108 M-1 s-1
k1, Donor = 104...108 M-1 s-1 
     (konzentrationsabh. !) 
OEHMGEN [A27, A28] 6...7   Cyanide  
DANNER 68] (1)[A   0,300   (Tyrosin) 
















































































Phenole + H2O2 + POD 
Vorkommen: 
 
 Konzentration  [mmol/l] Lit.-Quelle 
Phenole 
Trinkwasser TVO: organoleptisch nicht nachweisbar 
EG-Richtlinien: 0,5 ppb (0,5 µg/l) 





Trinkwasser TVO-Grenzwert: 50 ppb (0,05 mg/l) [A33] 
 
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Peroxidase: 
 
- photometrisch: mit Guajakol + H2O2 [A8]
(Messungenauigkeit: VK 1,03 % bei 0,25 U/ml); 
                           mit Pyrogallol + H2O2 [A70]
 
Referenzmethoden zur Wasserstoffperoxid-Bestimmung:  
 
mweltanalytik (Wasseranalyse): U  
- photometrisch: mittelsTitanoxidsulfat-Lösung (DIN 38409-H 15  1987-06) [A74]
 
Referenzmethoden zur Phenol-Bestimmung: 
 
- photometrisch:  mit NH4OH + Aminoantipyrin + Kalium-Cyaneisenverbindung; Ausschüt-
teln mit Chloroform (nach EMERSON) [A72]
 parasubstituierte Phenole direkt photometrisch [A72]
- Biosensoren, Enzymelektroden mit POD  [z. B. A75] 
 
 A41
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der POD-Aktivität Æ Inhibierung durch Cyanid  
 
Puffer: 0,1 M Phosphat-Puffer   pH 7,0 
 
Enzym: Peroxidase aus Meerrettich (SERVA); lyophil., ca. 400 U/mg (1)
 
Arbeitsweise (1): [nach OEHMGEN [A27]]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- (I)  Guajakol-Lösung: 112,6 µl Guajakol mit Puffer auf 25 ml auffüllen   Æ 40,3 mmol/l  
- (II)  H2O2-Lösung:       75 µl H2O2 (30 %) mit Puffer auf 25 ml auffüllen   Æ 26,4 mmol/l 
- (III)  Substratlösung:    500 µl Lösung I + 300 µl Lösung II 
    Æ 25,2 mmol/l Guajakol + 9,9 mmol/l H2O2
 
- (IV)  Enzym-Stammlösung: 0,8 mg/ml POD in Puffer   (Æ 320 U/ml) 
- (V)  Cyanid-Stammlösung: 1 g/l KCN in Wasser, 
      davon 1 µl mit Puffer auf 1 ml auffüllen  (Æ 1 ppm) 
- (VI)  Untersuchungslösung: x µl Lösung V + (200-x) µl Puffer + 200 µl Lösung IV 
      mind. 30 min Inkubationszeit;   x = 0...20 
     (Æ 0,4 mg/ml POD; 0...50 ppb CN-) 
 
- Stammlösungen I, II, IV täglich frisch ansetzen, kühl lagern. [A8]
- Substratlösung III erst unmittelbar vor der Messung herstellen und nur kurze Zeit verwen-
den! Eine eventuelle Braunfärbung der Lösung zeigt die Oxidation von Guajakol durch 
H2O2 an; die Lösung ist zu verwerfen. 
- Gefäße mit Guajakollösung gut verschließen; Substanz verdampft leicht. 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung III (25 mmol/l Guajakol + 10 mmol/l H2O2) 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung VI   (1,8 µg POD)     
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung III 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 




Phenole + H2O2 + POD 
Auswertung [A27]
-   dynamische Korrektur („Entschmierung“) der Messkurven  
-   Ermittlung der Geschwindigkeitskonstante aus dem hinteren Abschnitt der Abklingkurve 
(Reaktion ist so weit fortgeschritten, dass der größte Teil des eingesetzten Substrats bereits 
verbraucht ist Æ Wärmeleistungskurve kann näherungsweise nach Zeitgesetz 1. Ordnung 
beschrieben werden.)  
 
 
Arbeitsweise (2): [nach A. WOLF [A76]]
 
Der Cyanidnachweis durch POD-Hemmung wird als Praktikumsversuch („Umweltsystem-
analyse / Sensoren“ - „Biosensoren“) durchgeführt. [A76]
Abweichend von der oben beschriebenen Arbeitsweise wird für den Praktikumsversuch Phos-
phatpuffer mit pH 6,9 verwendet und eine abgeänderte Vorschrift zur Herstellung der Enzym-
lösung (weniger POD, mehr CN-). 
(• Mit der von OEHMGEN angegebenen POD-Konzentration konnte auch bei relativ hohen 
Cyanidkonzentrationen (ppm) keine deutliche Vergrößerung der Zeitkonstante beobachtet 
werden. Vermutlich wies das von ihm verwendete Enzympräparat nicht die vom Hersteller 
angegebene Aktivität auf, so dass die tatsächliche Konzentration an aktivem Enzym in der 
Untersuchungslösung wesentlich geringer war als angenommen.) 
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- (IV)  Enzym-Stammlösung: 0,8 mg POD + 2 ml Puffer   Æ ca. 160 U/ml 
- (V)  Cyanid-Stammlösung: 10 mg KCN in Wasser lösen, auf 100 ml auffüllen, 
       davon 500 µl mit Puffer auf 5 ml auffüllen (Æ 10 ppm) 
- (VI)  Untersuchungslösung: a) 25 µl Lösung IV + 1500 µl Puffer  
 b) 25 µl Lösung IV + 300 µl Lösung V + 1200 µl Puffer 
(Æ 3 U/ml POD; a) 0 bzw. b) 2 ppm CN-) 
 
Substratlösung, Einbau, Auswertung wie oben beschrieben 
 A43
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Phenol-Konzentration  





Enzym: Peroxidase aus Meerrettich (SERVA); lyophil., ca. 400 U/mg (1)
 [nach WOLF [A69]]
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit
 
 
- Enzymlösung: 2,0 mg/ml POD     (Æ ca. 800 U/ml) 
- Substrat-Lösung: 300 µl H2O2-Lösung + 500 µl Phenol-Lösung    
 
     - H2O2-Lösung:  150 µl H2O2 (30 %ig) mit Puffer auf 25 ml auffüllen   Æ 52,8 mmol/l 
     - Phenol-Lösung: gepufferte Probelösung  
bzw. für Kalibrierung: ca. 30...40 mmol/l Phenolkomponente in Puffer  
davon ca. 50...250 µl mit Puffer auf je 500 µl ergänzen 
 
- Substratlösung erst unmittelbar vor der Messung herstellen und nur kurze Zeit verwenden! 
Eine Verfärbung der Lösung (braun) zeigt die Oxidation der Phenole durch H2O2 an. 
- Phenol-Stammlösungen (zu Kalibrier- und Vergleichszwecken) sind je nach Phenolkompo-
nente einige Tage im Kühlschrank haltbar (z. B. Phenol). Lösungen leichtflüchtiger (z. B. 
Guajakol) oder in Lösung nicht stabiler Phenole besser täglich frisch herstellen. 
Einbau
 




  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung  
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung  
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
• Konstante Temperierzeit einhalten! (Durch die Vorsättigung mit Substratlösung wird die 
Verdampfung flüchtiger Phenole nicht absolut vollständig unterdrückt.) 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten
 
 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  
- Integration (nach BL2) 
 A44
Phenole + H2O2 + POD 
• Anmerkungen: 
(a) - Messbare Wärmeleistung ist aufgrund der Dämpfung durch die Übertragungsfunktion 
des Kalorimeters geringer zu erwarten. 
 
(1) - Unit-Definition: 1 U = Umsatz von 1 µmol H2O2 / min bei pH 7,0 und 25 °C; Reaktion 
gekoppelt mit Phenolaminoantipyrin 
(2) - 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,5  0,1 mmol/l H2O2
 A45
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A46
Phenole + Tyrosinase 
Phenole + Tyrosinase (EC 1.14.18.1) 
 
 
• Bestimmung der Konz. der Phenolkomponente Î möglich (unsubst. Phenol nicht)  
                                                Nachweisgrenze für Catechol, p-Kresol ca. 1 mmol/l 
                                                Streuung der Messwerte ≤ 1 mJ 
 
 
Reaktion:  - Tyrosinase katalysiert zwei Teilreaktionen; beide Enzymaktivitäten lassen 
sich nicht voneinander trennen 
- Chinone (Reaktionsprodukte) sind in wässriger Lösung nicht stabil  
  => Polymerisation, wahrscheinlich über radikalische Übergangszustände  
  => schwerlösliche Reaktionsprodukte mit (oft) unbekannter Struktur 
 
     Phenoloxidase     Catecholoxidase 
     (EC 1.14.18.1)       (EC 1.10.3.1) 
 


















Monophenol Biphenol Chinon Endprodukt 
Tyrosin  6 [A5] (b) L-Dopa         
 L-Dopa [A5] (b) L-Dopachinon Melanin 
[A77]
 Dopaminchinon  Melanin [A78]Dopamin 7  [A5] (b)
Phenol  1[A5] (b) Catechol  2  o-Chinon 3 (Benzochinon) 
Catechol-Melanin 
[A79]
p-Kresol  4 [A5] (b) p-Methyl-o-benzo-
chinon 4-Methylcatechol 
[A5] ? (p-Methylphenol) 
Guajakol  5 [A5] (b) ? ? ? 
p-Chlorphenol [A77] ? ? ? 
1-Naphthol 8  [A5] (b) ? 1,2-Naphthochinon ? 
3,4,5-Trihydroxy-
benzoesäure  [A5] (b) ? ? 
 Pyrogallol 9  [A5] (b) ? ? 
L-Adrenalin 10 [A5] (b) ? ? ? 
Noradrenalin 11 [A5] (b) ? ? ? 
Paracetamol 12  [A80] ? ? ? 
 A47


























CH35 6 7 9 10 12 4 8 11 
 
 
Enthalpie:  Phenol   Catechol; ∆RH = -309,9 kJ/mol  (a)
  Catechol   o-Chinon; ∆RH = -113,9 kJ/mol  (a)
 
 















BRENDA [A5] 1,8      (L-Tyrosin) (b)  6,2 45 Azid, Hg,  
CN-, Substrat-
inhibierung 
3,5...9 (b) 25...45 (b) 0,48    (DL-Dopa) 
0,5...7 (L-Dopa) (b)
5...9    (Catechol) (b)
0,65 / 2 (p-Kresol) (b)  
0,17    (4-Methylcatechol)
GOLDBERG [A6] kein Eintrag 
BERGMEYER [A8] kein Eintrag 
CAMPANELLA 
[A79]
7 25 0,5 / 0,6 (L-Tyrosin) (1) Hg, Pb  
0,80       (Phenol) (1)
0,20       (Catechol) (1)





 Konzentration   Lit.-Quelle 
Phenole 
Trinkwasser TVO: organoleptisch nicht nachweisbar  
EG-Richtlinien: 0,5 ppb (0,5 µg/l) [A33] 
 < 1 ppb beeinträchtigen Geruch/Geschmack von Wasser, Fisch 
Katecholamine, Paracetamol 
Plasma Adrenalin: 170...470 pmol/l [A82] 
Noradrenalin: <1,8 nmol/l; 0,7...1,1 nmol/l [A82, A83] 
[A82]  Dopamin: 200...550 pmol/l  
[A18, A84] Paracetamol: 66...132 µmol/l; 5...25 mg/l, >250 mg/l toxisch 
Urin Adrenalin: ca. 10...70 pmol/l  [A82, A83] 
[A83] Noradrenalin: ca. 100...400 nmol/l 




Phenole + Tyrosinase 
Referenzmethoden zur Phenol-Bestimmung: 
 
- photometrisch:  mit NH4OH + Aminoantipyrin + Kalium-Cyaneisenverbindung; Ausschüt-
teln mit Chloroform (nach EMERSON) [A72]
 parasubstituierte Phenole direkt photometrisch [A72]
 
in klinischer Analyse:  
- Paracetamol: „enzymatisch“ [A18]
(Messungenauigkeit: VK 6,7 % bei 251 µmol/l); 
- Katecholamine: HPLC mit elektrochemischer Detektion [A82]
 
mit gleichem Enzym 
- Enzymelektroden [z. B. A79, A85-A87]
 
Referenzmethoden zur Aktivitätsbestimmung von Tyrosinase: 
 
- photometrisch:  mit Catechol + Ascorbinsäure  => Catecholoxidase-Aktivität  [A88]
    mit L-Dopa + Ascorbinsäure  => Polyphenoloxidase-Aktivität  [A88]
 
mit 4-Methylcatechol als Substrat [A89]
 A49
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Phenol-Konzentration  
 
Puffer: 0,1 M Phosphat-Puffer   pH 6,9 
 
Enzym: Tyrosinase aus Ständerpilz (FLUKA); lyophil., ca. 105 U/mg  (1)
 
Arbeitsweise: [nach A. WOLF [A23, A69]]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung: 2,0 mg/ml Tyrosinase     (Æ ca. 210 U/ml; maximale Konzentration aufgrund 
beschränkter Löslichkeit) 
- Substrat-Lösung: gepufferte Probelösung  
bzw. für Kalibrierung: Stammlösung: ca. 30...40 mmol/l Phenolkomponente in Puffer  
Konzentrationsreihe durch entsprechende Verdünnung der Stammlösung herstellen  
 
- Phenol-Stammlösungen (zu Kalibrier- und Vergleichszwecken) sind je nach Phenolkompo-
nente einige Tage im Kühlschrank haltbar (z. B. Phenol). Lösungen leichtflüchtiger oder in 
Lösung nicht stabiler Phenole sollten täglich frisch hergestellt werden. 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung (bis ca. 20...30 mmol/l) 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung  
  im Sättigungsring:  4,0 µl Substratlösung 
 
• Konstante Temperierzeit einhalten! (Durch die Vorsättigung mit Substratlösung wird die 
Verdampfung flüchtiger Phenole absolut vollständig unterdrückt.)  
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Substratverdünnung => Messungen mit reiner Puffer- statt Enzymlösung 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Substratverdünnung  




(a) -  aus Bildungsenthalpien berechnet 
(b) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
 
(1) -  Unit-Definition: Oxidation von 1 µmol/min 4-Methylcatechol bei pH 6,5 und 25 °C 
(2) -  pH 6,75 / 24 °C 
 A50
Oxalsäure + Oxalatoxidase 
Oxalsäure + Oxalatoxidase (EC 1.2.3.4) + Katalase (EC 1.11.1.6) 
 
 
• Bestimmung der Oxalsäure-Konzentration Î nicht möglich  















Enthalpie: -243 kJ/mol   
(-143 kJ/mol Oxalsäureoxidation + -100 kJ/mol H2O2-Zersetzung) [A90]
 
 















BRENDA [A5]  3...5 40...45 9,5 (Oxalat)
0,42 (  “  ) 





0,24 (  “  ) 
GOLDBERG [A6] kein Eintrag  
BERGMEYER [A8] kein Eintrag 
ExPASy 
EMP/PUMA [A91]







SHIMOHIGOSHI [A90] 5     
SOTOMAYOR [A92]   0,11   
PEREZ [A93] 3,2  0,27   
Katalase 
BRENDA [A5] ca.  
5...10 
40...70 20...25 Azid, F- turnover number:  
980.000 min-1
GOLDBERG [A6] kein Eintrag 
BERGMEYER [A8] 4...8   H2O2 >0,1 M 
Azid, Cyanid 





Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Vorkommen: 
 
 Oxalsäure- / Oxalat-Konzentration   [mmol/l] Literaturquelle 
Gemüse / Früchte bis zu 1000 mg/100g     (Spinat, Rhabarber) [A15, A93] 
Urin ca. 0,3 normal; > 0,5 Bildung von Nierensteinen 
0,05...0,50 
0,090...0,455 bei Kindern 







in klinischer Analyse, Lebensmittelanalyse:  
- mit Oxalatdecarboxylase (photometrisch oder manometrisch) [A8, A19]
     (Messungenauigkeit  [A8]: VK ca. 10 %  bei 3 µmol/l (photometrisch) 
                          bei 0,2 µmol/l (manometrisch) 
- „enzymatischer Test“ [A18]
     (Messungenauigkeit : VK ca. 5,2 % bei 0,27 mmol/l 
- colorimetrisch [A15]
- permanganometrische Titration (AOAC-Methode 974.24; dauert 3 Tage) 
 
mit gleichem Enzym 
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [A22]
 „Bio-Thermochip“ [A90]: Chip mit Thermistoren und immobilisierten Enzy-
men taucht in Probelösung ein 
- amperometrisch: Elektrode mit immobilisierter OXO [A98]; mit OXO + Peroxidase [A93]
- pH-Optode (Bromthymolblau): mit immobilisierter OXO + Katalase [A92]
 A52
Oxalsäure + Oxalatoxidase 
Bestimmung der Oxalsäure- / Oxalat-Konzentration: 
 
Puffer: Acetatpuffer (MICHAELIS-Puffer)  0,1 M   pH 4,6 
 
Enzyme: OXO aus Gerstensämlingen („Barley seedlings“) (SIGMA); lyophil.; 0,71 U/mg (1)
    Katalase aus Aspergillus niger (SERVA); lyophil.; ca. 2000 U/mg 
 
Arbeitsweise: [nach A. WOLF]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Enzymlösung: 0,9 mg/ml OXO + 0,2 mg/ml Katalase in Puffer 
! Löslichkeit der OXO ist sehr gering => Suspension bzw. „trübe Lösung“ eingesetzt 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Substratlösung (3 bzw. 10 mmol/l Oxalsäure)   + Filz 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Enzymlösung (0,6 U/ml OXO + 400 U/ml Katalase)     




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
 
(1) -  Unit-Definition bei pH 3,8 und 30 °C 
 einziger Anbieter; Preis: 10 U ≈ 150 € !!! 
 A53
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A54
Tris + HCl 
HCl  + Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS / THAM) 
 
 





Reaktion:  H+   +        












Enthalpie: -47,44 / -47,44 / -47,32 / -47,57 / -47,44 kJ/mol  [A99, Ref. in A99]
   -47,50 / -47,44 / -47,44 / -47,32 / -47,57 / -47,40 / -47,44 kJ/mol  [A100]
   -47,44 / -47,60 / -47,40 kJ/mol  [A101, Ref. in A101]
mit Fehlern von jeweils ca. ± < 0,1 kJ/mol 
(∅ -47,4 kJ/mol)      bei 25 °C 
 







Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Reaktionsenthalpie bzw. Empfindlichkeit (chem. Kalibrierung): 
 
Lösungsmittel: Wasser, dest. 
 
Chemikalien:  Tris-(hydroxy)-aminomethan, extra pure MERCK 
  HCl  -  Ampulle 
 
Arbeitsweise: [nach A. WOLF]
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- H+: Stammlösung: Ampulle entsprechend auffüllen (Æ 0,1 mol/l) 
       Konzentrationsreihe durch Verdünnung der Stammlösung   (cH+ <  cTRIS) 
- TRIS: 0,1 mol/l 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl HCl-Lösung   (0...70 mmol/l)   +  Filz 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl TRIS-Lösung  
  im Sättigungsring:  4,0 µl HCl-Lösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Verdünnung der vorgelegten Lösung => Wasser statt TRIS-Lösung zugeben; 
Verdünnung der zugegebenen Lösung => Wasser statt HCl-Lösung vorlegen; 
Dosiereffekt     => Wasser vorlegen + Wasser zugeben  
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Verdünnungseffekte: 
  korr. Messkurve = Reaktion - Verdünnung HCl - Verdünnung TRIS + Dosiereffekt  
- Integration nach BL2 
- Berechnung der Empfindlichkeit unter Verwendung der Referenzwerte für ∆RH Æ Ver-
gleich mit der durch elektrische Kalibrierung ermittelten Empfindlichkeit (= chemische Ka-
librierung) 
- oder: Berechnung der molaren Reaktionsenthalpie unter Verwendung der durch elektrische 
Kalibrierung ermittelten Empfindlichkeit Æ Vergleich mit Referenzwerten für ∆RH 
 
 A56
NaOH + HCl 
HCl  + NaOH 
 
 




Reaktion:  H+   +    OH-   H2O     
 
 
Enthalpie: -57,36 / -57 kJ/mol  [A102, A103]
   -57,6 kJ/mol  [A104]      ∅ -57,5 kJ/mol 
   -57,49 kJ/mol  [A105]
 
   -55,84 / 55,82 / 55,84 / 56,40 kJ/mol  (1) [A101, Ref. in A101]
   -55,81 kJ/mol  (1) [A106]   
  
-55,94 kJ/mol  (2) [A107]      ∅ -55,9 kJ/mol 
-55,84 kJ/mol  (2) [A108, A109]
 
∅  ∆NH   = -57,5  kJ/mol    
∅  ∆NH ∗∞ = -55,9 kJ/mol            bei 25 °C 
          
 






Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Reaktionsenthalpie bzw. Empfindlichkeit (chem. Kalibrierung): 
 
Lösungsmittel: Wasser, dest. 
 
Chemikalien:  NaOH 




Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- HCl: Stammlösung: Ampulle entsprechend auffüllen (Æ 0,1 mol/l) 
- NaOH: Stammlösung: Ampulle entsprechend auffüllen (Æ 0,1 mol/l) 
 Konzentrationsreihen durch entsprechende Verdünnung der Stammlösungen  
 
- NaOH-Lösung möglichst frisch herstellen, da die OH--Konzentration durch Reaktion mit 
CO2 sinkt (evtl. CO2-freies Wasser verwenden). 
 
Einbau  /  Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
 A [nach R. OEHMGEN [A27], A. WOLF [A23]]
B 
[nach A. WOLF]
auf Chip vorlegen:  
3,0 µl 
 HCl HCl 
100 mmol/l 0...50 mmol/l 
+ Filz + Filz 
mit Spritze zudosieren:  
4,4 µl 
 NaOH NaOH 
0...50 mmol/l 100 mmol/l 
im Sättigungsring:  
(4 µl) 
 H2O HCl wie Vorlage 
Korrektur um Dosier- und 
Verdünnungseffekte 
 keine beschrieben Verdünnung der vorgeleg-




- Korrektur der Messkurven um Verdünnungseffekte: 
  korr. Messkurve = Reaktion - Verdünnung HCl - Verdünnung TRIS + Dosiereffekt  
- Integration nach BL2 
- Berechnung der Empfindlichkeit unter Verwendung der Referenzwerte für ∆RH Æ Ver-
gleich mit der durch elektrische Kalibrierung ermittelten Empfindlichkeit (= chemische Ka-
librierung) 
- oder: Berechnung der molaren Reaktionsenthalpie unter Verwendung der durch elektrische 
Kalibrierung ermittelten Empfindlichkeit Æ Vergleich mit Referenzwerten für ∆RH 
 
 A58
NaOH + HCl 
• Anmerkungen: 
(1) - bezogen auf unendliche Verdünnung (∆NH∗∞)   
(2) - berechnet aus molaren Standardbildungsenthalpien  
 
 A59
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
 A60
Ba2+  + 18-Krone-6 
Ba2+ (Na+, K+, Ca2+)  + 18-Krone-6     (Komplexierung) 
 
 
• Kalibrierung Æ gut geeignet 
 
• Bestimmung der Konzentration von Alkali- und Erdalkali-Ionen Æ nur möglich, wenn 
jeweils die Anwesenheit aller anderen möglichen „Gäste“ auszuschließen oder deren 











   
 
 
Enthalpie: -31,68 / -29,7 / -30,44 / -33,1 / -31,4 / -30,7 / -31,8 / -31,4 kJ/mol  [Ref. in A110]
-31,5 kJ/mol  [A110]   
-30,7 kJ/mol  [A111]
-31,42 kJ/mol  [A112]
mit Fehlern von ca. ± 0,1...1 kJ/mol  
(∅ -31,3 kJ/mol)      bei 25 °C 
 










BaF2 3,47 -32,5 [A110] 
BaCl2 3,75...3,87 -29,7... -33,1 [A110], Ref. in [A110], [A112]
BaBr2 3,72 -31,9 [A110] 
BaI2 3,81 -32,0 [A110] 
Ba(ClO4)2 3,50 -31,5 [A110] 
Ba(NO3)2 4,05 -31,7 [A110] 
Ba(CH3COO)2  4,05 -31,6 [A110] 
 










Na+ ≥ 1  [A111] 
K+  2,27 -15,4 [A111] 
Rb+ 1,79 -12,3 [A111] 
Cs+ ≥ 1  [A111] 
Ca2+  ≥ 1  [A111] 
Sr2+ 2,81 -11,9 [A111] 
Ba2+  3,45...4,15 -29,7... -33,1 [A110 - A112], Ref. in [A110] 
 
 A61
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 










15 3,96 -32,8 [A112] 
25 3,75...3,87 -29,7... -33,1 [A110], Ref. in [A110, A112] 










Milch 22 38 30 [A113] 
Fruchtsaft 11...35 (280) 12...75 1,5...11 [A113] 
Trinkwasser 0,4 0 1,2 [A113] 
Kaffee 0,4 17 0,5 [A113] 
Bier 1,7 14 1,0 [A113] 
Wein 9 23 3 [A113] 
Blut    1,1...1,4 (a) [A18, A114] 
Serum / Plasma 129...147 3,3...5,8 2,1...2,75 (b) [A18, A114] 
Erythrozyten  80...85  [A18] 





in klinischer Analyse:  
Ca - mit o-Cresolphthalein-Komplexon [A18, A114]
(Messungenauigkeit  [A18]: VK 3,5 % bei 2,1 mmol/l (Urin) 
VK 0,7 % bei 1,83 mmol/l (Plasma, Ionisiertes / freies Ca) 
  
Na, K, Ca - indirekte Potentiometrie: ionenselektive Elektrode [A18, A114]
(Messungenauigkeit  [A18, A114]: VK 2,9 % bei 1,13 mmol/l (Ca total, Serum) 
 VK 1,0 % bei 3,2 mmol/l (K, Plasma) 
 VK 0,5 % bei 120 mmol/l (Na, Plasma) 
- direkte Potentiometrie: ionenselektive Elektrode [A18, A114]
(Messungenauigkeit  [A18]: VK 2,4 % bei 39,9 mmol/l (K, Urin) 
 VK 1,6 % bei 80 mmol/l (Na, Urin) 
 
Na, K - Flammenphotometrie [A18, A114]
(Messungenauigkeit  [A18]:  VK 0,9 % bei 37,9 mmol/l (K, Erythrozyten) 
 A62
Ba2+  + 18-Krone-6 
Bestimmung der Reaktionsenthalpie bzw. Empfindlichkeit (chem. Kalibrierung): 
 
Lösungsmittel: Wasser, dest. 
 
Chemikalien:  18-Krone-6  (FLUKA) 
  BaCl2-Konzentrat für die Herstellung volumetrischer Lösungen 
0,05 mol   „Fixanal ®“     (Riedel-de Haën) 
 
Arbeitsweise: [nach A. Wolf] 
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Ba2+: Stammlösung: Ampulle auf 500 ml auffüllen (Æ 0,1 mol/l) 
Konzentrationsreihe durch entsprechende Verdünnung der Stammlösung  (cBa < cKrone) 
- Kronenether: 0,2 mol/l 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Ba2+-Lösung   (0...70 mmol/l)   +  Filz 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Kronenether-Lösung  
  im Sättigungsring:  4,0 µl Ba2+-Lösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Verdünnung der vorgelegten Lösung  => Wasser statt Kronenether-Lösung zugeben; 
Verdünnung der zugegebenen Lösung  => Wasser statt BaCl2-Lösung vorlegen; 
Dosiereffekt     => Wasser vorlegen + Wasser zugeben 
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Verdünnungseffekte: 
       korr. Messkurve = Reaktion – Verdünng. BaCl2 – Verdünng. 18-Krone-6 + Dosiereffekt  
- Integration nach BL2 
- Berechnung der Empfindlichkeit unter Verwendung der Referenzwerte für ∆RH Æ Ver-
gleich mit der durch elektrische Kalibrierung ermittelten Empfindlichkeit (= chemische Ka-
librierung) 
- oder: Berechnung der molaren Reaktionsenthalpie unter Verwendung der durch elektrische 
Kalibrierung ermittelten Empfindlichkeit Æ Vergleich mit Referenzwerten für ∆RH 
 
 A63
Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Bestimmung der Konzentration von Ba2+, Na+, K+, Ca2+ (Summe!): 
 
Lösungsmittel: Wasser, dest. 
 
Reagenzien:  18-Krone-6  (FLUKA) 
   
Arbeitsweise: [nach A. Wolf] 
 
Lösungen -- Konzentrationen / Haltbarkeit 
- Analytlösungen:  Probenlösung entsprechend verdünnen (evtl neutralisieren?), so dass Ü
schuss an Kronenether gewährleistet ist 
ber-
- Kronenether: 0,2 mol/l 
 
Einbau 
  auf Chip vorlegen:   3,0 µl Analyt-Lösung    +   Filz 
  mit Spritze zudosieren:  4,4 µl Kronenether-Lösung 
  im Sättigungsring:  4,0 µl Analyt-Lösung 
 
Notwendige Messungen zur Korrektur von Nebeneffekten 
Analytverdünnung => Messungen mit dest. Wasser statt Kronenether-Lösung  
 
Auswertung  
- Korrektur der Messkurven um Analytverdünnung  
- Integration nach BL2 
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Maltose + α-Glucosidase 
Maltose + α-Glucosidase (EC 3.2.1.20) 
 
 
Reaktion:  Maltose   +  H2O                2  α-D-Glucose   α-Glucosidase
 
- Abspaltung endständiger nicht-reduzierender 1,4-gebundener α-D-Glucose-
Einheiten von Zuckern (α-D-Glucooligosaccharide),  
- Geschwindigkeit der Hydrolyse nimmt mit der Substratgröße ab. (z. B. 




Enthalpie: -4,02 kJ/mol (1) [A6]
 
 

















3...7 30...65 14...100 (Maltose) 
17 / 71 (Saccharose)
6...14    (Maltotriose)
 
Ag+, Al3+, Cu2+, KW, 






GOLDBERG [A6] (4,4...5,7) (≥ 25)    
BERGMEYER 
[A8]
6,6...6,8  80  (Maltose) TRIS, Schwermetall-
ionen 
 
MÖGELE [A115] 7,0...7,5  80  (Maltose) TRIS, Ag+, Cu2+, 











Bier ca. 3...12 mmol/l ca. 3 mmol/l [A115] 
Stärkesirup 23 %  [A8] 
Malzextrakt 40...50 %  [A115] 
Blut, Serum x -- [A19] 




Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Referenzmethoden: 
 
in klinischer Analyse / Lebensmittelanalyse:      
- photometrisch: mit α-Glucosidase; Folgereaktionen mit Hexokinase + ATP und Glucose-6-
phosphat-dehydrogenase + NADP [A8, A19]
(Messungenauigkeit [A8]: VK 1,7 % bei 23,4 g Maltose /100 g Stärkesirup); 
 
mit gleichem Enzym 
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [A116]
 
 
Bestimmung der Maltose-Konzentration: 
 
Puffer: Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN)  0,1 M   pH 6,86  
  




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus (verschiedene Spezies von Saccharomyces) 
(b) -  Unit-Definition: mit Substrat p-Nitrophenyl-α-D-glucopyranosid bei 37 °C und pH 6,9  
 




Ethanol + Alkoholoxidase (EC 1.1.3.13) + Katalase (EC 1.11.1.6) 
 
 
Ethanol + O2     H2O2 + Acetaldehyd 
AOD 
  CAT 
 






- Auch andere primäre Alkohole werden oxidiert (z. B.: Methanol, n-Propanol, 
-Butanol, -Pentanol, -Hexanol, Isopropanol, -butanol, 2-Buten-1-ol, Formal-
dehyd). Das natürliche Substrat ist Methanol. [A5]




Enthalpie: ca. -180 kJ/mol [A22]
  ca. -186 kJ/mol  (1)
 (ca. -86 kJ/mol Ethanoloxidation + -100 kJ/mol H2O2-Zersetzung)  
 
 















BRENDA [A5] 7,5 37 1              (Ethanol) 
1,4           (Methanol) 
0,4...0,7   (O2) 
H2O2  
(a) 5,5...9 25...37 0,1...2      (Ethanol) 
0,02...3,1 (Methanol) 
8...14      (n-Propanol) 
21...36     (n-Butanol) 
0,4            (O2) 








GOLDBERG [A6] kein Eintrag 
BERGMEYER [A8] kein Eintrag 
Katalase 
BRENDA [A5] (a) ca. 
5...10 
40...70 2...25 Azid, F-, CN-, 
H2O2 > 0,1 M 
turnover number:  
980.000 min-1
GOLDBERG [A6] kein Eintrag 










Datenblätter zum IC-Batch-Kalorimeter 
Vorkommen: 
 
 Ethanol-Konzentration    Literaturquelle 
Wein 1,5...2,2 mol/l (9...15 Vol%) 
1,3...3,4 mol/l (8...20 Vol%) 
[A118] 
[A12] 
Fruchtsaft < 20 mmol/l [A34] 
Bier   
Serum / Plasma < 10,9 mmol/l (0,5 Promille) = „nicht betrunken“ 
> 109 mmol/l (5 Promille) = Letaldosis 
[A18] 
Urin   
Fermentationsmedien   
 
 
Referenzmethoden zur Bestimmung der Ethanolkonzentration: 
 
in klinischer Analyse, Lebensmittelanalyse:  
- enzymatischer Test mittels Alkoholdehydrogenase (ADH) [A18]
 (Nachweisgrenze [A18]: < 2,3 mmol/l im Plasma; < 3,0 mmol/l im Urin) 
 (Messungenauigkeit  [A18]: Plasma Æ VK = 5,2 % bei 19 mmol/l 
     Urin Æ VK = 2,4 % bei 33,6 mmol/l) 
 




mit gleichem Enzym 
- verschiedene Elektroden mit immobilisierter AOD [A119 - A121]
- kalorimetrisch: Enzymthermistor [z. B. A21, A22, A122]
 
 
Bestimmung der Ethanol-Konzentration: 
 
Puffer: Phosphatpuffer (nach SÖRENSEN)  0,1 M   pH 6,86  
  
Enzyme: AOD aus Pichia pastoris (SERVA); Lösung in 0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0 (30 % 
Saccharose); 30,7 U/mg 




(a) -  Angabe für Enzym aus anderem Organismus 
 
(1) - ∆RH für Ethanoloxidation aus Bildungsenthalpien [A108, A109] und Lösungsenthalpie für 
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